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1. ANESTESIE OBECNE

V humanni mediciné se pouzivd pojem anestesie (anaesthesia) ve smyslu ztraty
citu, citlivosti, Citi — mistni znecitlivéni; nespravné ,umrtveni”. Pro bezvédomi, v némz
pacient uc¢inkem narkotik (latky uspdvajici, tlumici bolest a omamujici) neciti bolesti
utlumem vyssich nervovych funkci mozkovych, se pouzivéd pojem narkéza (narcosis).
Ve veterinarni mediciné je pojem anestesie ryb chapan jako celkové znecitlivéni ryb
za Ucelem manipulace s rybami ¢i provadéni riiznych veterindrnich ¢i chovatelskych
zakrokU. Anestesie ryb je prevenci manipulacniho stresu a mechanického poskozeni.
Zéakon na ochranu zvitat proti tyrani (¢. 246/1992 Sb.) pozaduje postupovat tak, aby
bylo zabranéno nesetrné manipulaci a naslednému poskozeni ryb. Proto je doporu-
¢eno pouzivat anestesii pfi umélém vytéru ryb, pfi injek¢ni aplikaci Ié¢iv a hormondl-
nich pfipravkd, pfi odbérech krve, pfi mechanickém odstrafiovani parazitd, pfi méreni
avazeniryb, fotografovani ryb apod. Pouziti anestetik v davkach pro sedaci (uklidnéni)
aimobilizaci (znehybnéni) se uplatnuje také pfi dlouhodobé prepravé zejména akvarij-
nich ryb, kdy anestetikum snizuje reakci ryb na vnéjsi podnéty a oslabuje metabolické
procesy, coz ma za nasledek pokles spotieby kysliku a mensi hromadéni kone¢nych
produktt metabolismu. Vliv anestetika je vyuzivan pti prepravé akvarijnich ryb také
z dlivodu snizeni agresivity a nasledného vzajemného poskozovani ryb. Anestesie ryb
se v podminkach CR provadi pfevazné formou anestetické koupele. Anestesii ryb Ize
provadét i sprejovanim zaber nafedénym roztokem anestetika, které se pouziva v za-
hranici u ryb vétsi velikosti.

Priibéh nastupu anestesie se sklada ze 4 fazi:

«  1.faze =klidné chovani - ryba je ve fyziologické poloze, ma pravidelné dycha-
ci pohyby, normalni pohybovou aktivitu, pfi plavani se bez ndmahy vyhyba
prekazkam.

. 2.faze = excitace - ryba je ve fyziologické poloze, vykazuje vsak zvysenou
aktivitu, neklid, rychlé plavani, pfi plavani se nevyhyba prekazkam, ma silné
obranné reflexy, nepravidelné dychaci pohyby - u nékterych druhli ryb mélké
dychaci pohyby, u jinych naopak roztazena skielova vicka.

+  3a.faze = celkové povrchni znecitlivéni (= sedace a imobilizace) - ryba vy-
kazuje snizenou aktivitu, pomalu se naklani na bok, ztraci obranné reflexy,
vyjma akustického, dychaci pohyby jsou jiz pravidelné, klidné, hluboké, zpo-
malujici se.

«  3b. faze = celkové Uplné znecitlivéni (= faze odpovidajici narkéze = bezvédo-
mi u savcl — Utlumem vyssich mozkovych funkci neni vnimana bolest; tato
faze narkdzy je u ryb nazyvéana anestesii) — ryba je v bo¢ni poloze, vykazuje
naprostou ztratu pohyblivosti, je bez obrannych reflex(i, vyjma akustického,
dychaci pohyby jsou pravidelné, klidné, hluboké, zpomalené.
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«  4.faze = zastava dychani (hrani¢ni mez hluboké anestesie — narkdzy) - ryba je
v bocnim postaveni, dychaci pohyby jsou zcela zastavené nebo jen povrchni
- mélké, az zanikajici, bez obranych reflext vcetné akustického.

Vsechny faze anestesie na sebe plynule navazuji. Zotaveni probiha v opa¢ném po-
fadi, pfechody mezi fazemi jsou méné vyrazné, faze se prolinaji. Anestesii ryb Ize fidit
koncentraci anestetika a délkou anestetické koupele podle pozadavku, v jaké fazi-
anestesie ryby je potfebné pro konkrétni manipulaci mit. Velmi dllezité je zohlednit
druh a vékovou kategorii ryb a jejich citlivost v{i¢i zvolenému anestetiku, tzn. provést
vzdy zkousku snasenlivosti pro konkrétni latku, zvolenou koncentraci anestetika a tep-
lotu vody anestetické koupele.

Pfi provadéni anestesie je nutné sledovat teplotu anestetické koupele (vyssi teplota
vody zpravidla zvysuje ucinek anestetika) a mit pfipravené nadrze s ¢istou dobie pro-
kyslicenou vodou stejné teploty, jako ma anesteticka koupel. Po provedeni manipula-
ce ¢i Ukonu na anestezované rybé je vhodné provést ponofovaci nebo kratkodobou
koupel s desinfekénim Gcinkem (napt. koupel v manganistanu draselném - ve formé
ponofovaci koupele: 1 g.I" po dobu 30 aZ 45 sekund nebo kratkodobé koupele: 0,1 g.I"
po dobu 5 az 10 minut).

2. ANESTETIKA

Latky pouzivané pro navozeni anestesie ryb se nazyvaji anestetika. Pro pouziti
u ryb je ovéreno nékolik druhd anestetik. Problém v jejich pouziti u potravinovych ryb
spociva v jejich registraci. Smyslem registrace l1é¢iv je posouzeni kvality, G¢innosti a ne-
skodnosti léku. Pouziti Ié¢ivého pfipravku, ktery je registrovany, se fidi pfesnym néavo-
dem k pouziti, ktery garantuje vyrobce.

U registrovaného lécivého pripravku ur¢eného pro potravinova zvitata (ta zvifata,
ktera se potencidlné mohou dostat na potravinovy trh — tedy i ranad vyvojova stadia
ryb a generacni ryby) musely byt provedeny testy (Kolafova a Nepejchalova, 2006),
ve kterych bylo akreditované stanoveno:

«  chemické slozeni [é¢iva a jeho stabilita;

«  Ucinek léciva na cilovy organismus (ryby);

«  snasenlivost |éciva pro cilovy organismus (ryby);

- vliv na zivotni prostiedi (ekotoxikologické testy);

«  pretrvavani rezidui léciva v cilovém organismu, u ryb ve svaloviné v pfiroze-
né souvislosti s kiizi, v odiivodnénych pripadech v jatrech — hepatopankreatu
(u kaprovitych ryb) a ptidélena vhodna ochranna lhdta OL. Ta je odvozovéana
od MRL (maximalni rezidualni limit - maximalni mnozstvi ucinné latky, kte-
ré Ize v pozivatelné tkani akceptovat). Po dobu OL nelze potravinova zvitata



(tedy i ryby) dodat na trh za icelem konzumu. U ryb se OL vyjadfuje v dennich
stupnich (stupriodnech). Jeden denni stupen (= stuprioden) je pfedstavovan
prdmérnou denni teplotou 1 °C po dobu 1 dne (24 h), napf. 100 stupriodnl =
10 dni pti primérné teploté 10 °C. Pokud neni OL stanovena vyrobcem, pfi-
fazuje se danému lécivému pripravku nejdelsi ochrannd lhdta: pro ryby 500
stupriodnti (Zdkon ¢. 166/1999 Sb., o veterindrni pédi).

MS 222 (tricain) je v soucasné dobé jediné anestetikum, které splnilo vSechny pod-
minky, a v nékterych zemich EU (VB, Svédsko) je registrované jako jediné anestetikum
pro ryby. Jeho registrace viak zatim neni platna v CR, ale |ze jej pouzivat jako pfipravek
registrovany pro ryby v jiné zemi EU. Pro jeho dovoz a pouziti v CR je nutno ziskat sou-
hlas od Stétni veterinarni spravy CR (SVS CR, www.svscr.cz) podanim zadosti o dovoz
veterinarniho |écivého pfipravku. Dalsi dvé anestetické latky v praxi ¢asto pouzivané
u ryb (2-phenoxyethanol a hiebickovy olej) nejsou registrované. 2-phenoxyethanol
nema stanoven MRL. Isoeugenol (Ucinnd latka hiebickového oleje) ma od roku 2011
stanoven MRL (Nafizeni komise EU ¢. 363/2011) a Ize v dohledné dobé ocekavat regist-
raci tohoto anestetika pro ryby. V sou¢asné dobé muze obé tato anestetika predepsat
jako ,magistraliter” pouze veterinarni |ékar, ktery prebira veskerou zodpovédnost, a je
nutno dodrzet maximalni ochrannou lhditu (OL) 500 stupriodnd. Za dodrzeni ochranné
IhGty nese odpovédnost veterinarni Iékar a chovatel.

Jednodussi situace je v zajmovych chovech ryb (akvarijni a okrasné ryby), kde je
mozné pouzit pfipravky dostupné chovatelské verejnosti. | vtomto pfipadé je vsak do-
porucena konzultace s veterinarnim lékafem.

V rdmci Fedeni projektu NAZV MZe CR ¢&. GF3029 ,Harmonizace s EU v uplatiovani
principt farmakovigilance v akvakulturnich chovech CR” (2003-2007) bylo ve VURH JU
Vodnany provedeno testovani neregistrovanych anestetik 2-phenoxyethanolu a hre-
bickového oleje za Gcelem poskytnuti maximalniho mnozstvi informaci o téchto Ié-
Civech pro veterindrni |ékare. Déle bylo provedeno ovéreni registrovaného pfipravku
MS 222.

MS 222 Ize v CR pouzit jako Ié¢ivy pripravek pro ryby registrovany v jiné zemi EU. Pro
jeho dovoz do CR je nutné ziskat souhlas SVS CR podanim zadosti o dovoz veterinarni-
ho léc¢ivého pfipravku. Tuto zadost podava veterinarni lékar.

MS 222 (tricain methanosulfonat) je bily prasek velmi dobfe rozpustny ve vodé. Po-
uziva se v koncentraci 30-350 mg.l" — dle druhu ryb, vékové kategorie ryb, teploty
vody (pfi vyssi teploté vody je ucinek vyssi) a volby Gcinku. Pouzitim MS 222 Ize docilit
sedace na dobu 1-30 minut (pfi aplikaci vysoké davky pro sedaci) nebo az 48hodinové
sedace (pfi pouziti nizké davky pro sedaci), popt. imobilizace a anestesie ryb.
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Pred aplikaci anestetické koupele doporucuje vyrobce hladovku (tzn. vysadit krme-
ni) po dobu 12-24 h. Ryby absorbuji anesteticky roztok MS 222 Zzabernim epitelem,
ucinna latka je distribuovéna do celého téla, zpomaluje krevni obéh a snizuje spotiebu
kysliku. BEhem 1-15 minut dojde ke ztraté zékladnich reflex(i (fize anestesie 3a-3b).
Navrat do pdvodniho stavu po preloveniryb do cisté vody muize trvat 1-30 min. Exkre-
ce ucinné latky z téla probiha z vétsi ¢asti Zabernim epitelem a také ledvinami. Ochran-
na lhiita po pouziti anestetika MS 222 je 70 stupriodnu.

Pouziti MS 222 je doporuceno pro ryby, véetné ornamentélnich, a jejich vyvojova
stadia. Pfed aplikaci anestetické koupele je vzdy nutné provést zkousku snasenlivosti
a ucinku (na malém poctu ryb vyzkouset danou koncentraci pfi konkrétnich podmin-
kach - hlavné teplotnich). Vyrobce vyslovné nedoporucuje pouzit MS 222 u tropickych
ryb Apistogramma ramirezi, Balantocheilus melanopterus, Etroplus surrantensis, Mela-
notaenia macculochi, Monodactylus argenteus, Phenacogrammus interruptus a Scalo-
pagus argus.

Tab. 1. priklady ddvek MS 222 (7-17 C).

. Koncentrace MS 222 . - .
Druh ryby Uéinek " Délka uéinku (min)
(mg.I")
sedace 10-30 do 480
Pstruh . A
(Graspodis 59) anestesie lehka 30-80 do 30
anestesie hluboka 80-180 do 10
sedace 7-30 do 240
Losos " z
(Salmon sp) anestesie lehka 30-80 do10
anestesie hluboka 80-100 do5
, sedace 8-30 do 480
Okounovité . A
o — anestesie lehka 30-70 do 20
anestesie hluboka 70-100 do 4
Kapr obecny sedace 20-30 do 1440
(Cyprinus carpio) anestesie 30-200 dos
Tropické ryby sedace 30-50 do 1440

MS 222 je nutné skladovat v suchu pfi teploté nizsi nez 25 °C a chranit pred pfimym
sluncem, jeho skladovatelnost je za téchto podminek 5 let. Jiz pfipravenou anestetic-
kou koupel Ize pouzit pouze tentyz den. Pfi manipulaci s MS 222 je tieba dbat na za-
kladni opatteni bezpecnosti prace, zvlasté predchazet moznosti inhalace prasku pfi
piipravé anestetické koupele.

Majitelem registrace je Thomson and Joseph Limited, T+J House, 119 Plumstead
Road, Norwich, Norfolk, NR1 4JT. V soucasné dobé je distributorem MS 222 Alpharma
Animal Health Limited, Unit 15 Sandleheath Industrial Estate, Fordingbridge, Hamp-
shire. SP6 1PA, tel.: (01425) 656081, fax: (01425) 655309.



PFi testovani ve VURH JU Vodnany byly ovéieny nasledujici koncentrace MS 222:
50 mg.I"; 75 mg.I" a 100 mg.|" u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) o primérné
hmotnosti 200 g pfi teploté vody 15,5 °C. Ve vSech pfipadech byla zaznamenana mini-
malni excitace (2.faze anestesie), téméf hned (max. po 1 min) nastoupila 3. faze aneste-
sie. Délka rekonvalescence byla 2-25 minut, podle dédvky MS 222. U jesetera sibifského
(Acipenser baerii) byla efektivni koncentrace 125mg MS 222 na 1 litr vody a u candata
obecného (Sander lucioperca) 100 mg.I". Dale bylo provadéno testovani MS 222 bé-
hem telemetrickych terénnich praci. Pro intraperitonealni implantaci vysilacek bylo
nutné ryby uvést do hluboké anestesie pro chirurgicky zakrok. U dospélych jelct tlous-
th (Squalius cephalus) byla pouzivana koncentrace 133 mg.l", u pstruhi obecnych (Sal-
mo trutta fario) 100 mg.I" a u sumct velkych (Silurus glanis) 350 mg.I".

Nase zkusenosti s pouzitim pfipravku v MS 222 jsou velmi dobré. Podle naseho na-
zoru je MS 222 velmi kvalitnim registrovanym nastupcem dfive oblibeného anestetika
Menocain (pGvodni ndzev: Monetan), které se dnes jiz nevyrabi.

- 10 -
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4.2-PHENOXYETHANOL

Roztok 2-phenoxyethanol (ethylen glycol monophenyl ether) ma presné defino-
vané chemické slozeni. Obecné je pouzivan v koncentraci 0,3-0,4 mlL.I". Anestesie
nastupuje do 5-10 minut, doba zotaveni v Cerstvé vodé trva zhruba 10 minut. 2-phe-
noxyethanol Ize pouzit k sedaci, imobilizaci a anestesii, nema vsak stanoven MRL (ma-
ximalni limit rezidui) a neni registrovany. Proto je jeho pouziti mozné pouze na predpis
,magistraliter” veterinarniho lékare a na jeho vlastni odpovédnost. Veterinarni Iékar
musi naridit dodrzeni maximalni ochranné lhity, tj. 500 stupriodni, za které odpo-
vidd spole¢né s chovatelem.

Nevyhodou 2-phenoxyethanolu je jeho negativni Ucinek na obsluhujici personal
(drazdi oci a kzi). Pri aplikaci je nutné dodrzovat zakladni bezpecnostni opatieni a po-
uzit ochranné pomlcky (rukavice, obuv, bryle nebo ochranny stit).

4.1. TESTOVANI UCINNOSTI

Tab. 2. priklady davek 2-phenoxyethanolu.

Hmotnost Teplota Utinna
Druh ryb Vék ryb P o koncentrace
ryb (g) vody (°C) "
(mlI")
Lin obecny
(Tinca tinca) L AL 5-500 20 0,6
ruzné druhy jeseterd 4 mésice az
(Acipenser baerii, A. rutheus, A. stellatus,..) ~ generacky ° 422 06-07
Sih peled’
(Coregous peled) Pe, 8001000 1 04
Okoun fi¢ni
(Perca fluviatilis) 32-40 12,5-200 04
Lipan podhorni enerack 11,5-12,0 04
(Thymallus thymallus) 9 Y ! ! !
Pstruh obecny 100 105 04

(Salmo trutta)

Tab. 3. rriklady ddvek 2-phenoxyethanolu - akvarijni a okrasné ryby.

Uc¢inna koncentrace

Druh ryb Teplota vody (°C) (ML)
Black Molla (Molinesia shenops) 25 04
Parmicka ctyfpruha (Puntius tetrazona) 25 0,3
Parmicka nadherna (Puntius conchonius) 25 0,3

Zavojnatka (Carasius auratus) 15-20 0,35

- 11 -



U¢innost 2-phenoxyethanolu v déavce 0,4 mll" byla zazamenana u 3tiky obecné
(Esox lucius), jelce proudnika (Leuciscus leuciscus), hrouzka obecného (Gobio gobio),
sivena amerického (Salvenius fontinalis) a u candata obecného (Sander lucioperca).
U jelce jesena (Leuciscus idus) byla u¢inna dévka 0,35 mLI". Okounovec nilsky (tilapie)
(Oreochromis niloticus) vykazoval nizkou vnimavost k tomuto anestetiku.

4.2, TESTOVANI NEGATIVNIHO UCINKU NA CiLOVY ORGANISMUS (RYBY)

4.2.1. Test akutni toxicity na rybach po podani jedné davky

Testy byly provedeny podle SOP 05 (Standardni operacni postup — Smérnice ekoto-
xikologické hodnoceni Ié¢iv uréenych pro ryby ~VURH JU Vodnany). SOP je zpracovan
podle normy OECD 203 - Fish Acute Test of Toxicity, kde je pfesné definovana kromé
jinych parametri teplota vody, pfi které se test provadi (21 + 2 °C), a velikost ryb.

Tab. 4. Akutni toxicita 2-phenoxyethanolu pro ryby.

Testovaci organismus Zjistované hodnoty mg.l" ml.I?
Kapr obecny 96hLC50 190 0,17
(Cyprinus carpio) 10minLC50 430 0,39
Pstruh duhovy 96hLC50 280 0,25
(Oncorhynchus mykiss) 10minLC50 510 0,46
Zebficka .pruhfnvana 96hLC50 5 030
(Danio rerio)
Pavi oko 96hLC50 308 0,36

(Poecilia reticulata)

Pozn.:
96hLC50 = koncentrace testované Idtky, pfi které béhem 96 h uhyne 50 % testovacich organismu
10minLC50 = koncentrace testované ldtky, pfi které béhem 10 min uhyne 50 % testovacich organismdi

Provedenymi testy akutni toxicity byla prokdzéna radova shoda citlivosti vybranych
testovacich organizm vici tomuto anestetiku. Nejvyssi citlivost prekvapivé vykazoval
kapr obecny (C. carpio). Pro posouzeni rizika aplikace 2-phenoxyethanolu jako anes-
tetika byly stanoveny hodnoty 10minLC50 pro kapra obecného a pstruha duhového
a ztéchto hodnot byl vypocten terapeuticky index (Tl = LC50/doporucena koncen-
trace) pro kapra 1,3; pro pstruha 1,53. Z téchto udajl vyplyva, Ze pii anestesii ryb po-
moci 2-phenoxyethanolu je nutno postupovat velmi zodpovédné a peclivé dodrzovat
doporucené davky, nebot zjisténé terapeutické indexy jsou velmi nizké.

~12-
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Anestetikum neni ur¢eno pro opakované podani, a proto neni nutné provadét test
toxicity pfi opakovaném podani.

4.2.2,. Hematologické vysetieni

Béhem vysetreni krve ryb byly sledovany tyto parametry: pocet cervenych krvinek
- erytrocytl (Er), koncentrace hemoglobinu (Hb), hodnota hematokritu (PCV), para-
metry erytrocytd (MCV - stfedni objem erytrocytu, MCH - hemoglobin v 1 erytrocytu,
MCHC - stfedni barevna koncentrace = koncentrace hemoglobinu v objemové jednot-
ce erytrocytll), pocet bilych krvinek — leukocytt (Leu) a zastoupeni jednotlivych druhl
bilych krvinek (Leukogram).

U pstruha duhového (0. mykiss) nebyly po plsobeni anestetika 2-phenoxyethanolu
v koncentraci 0,3 mLI" zaznamendny zddné zmény ve sledovanych hematologickych
ukazatelich. U kapra obecného (C. carpio) bylo bezprostfedné po anestesii zazname-
néno zvyseni hodnoty hematokritu, které se po 24 hodinach upravilo. U sumce velké-
ho (Silurus glanis) bylo zaznamendano rovnéz zvyseni hodnoty hematokritu a zaroven
stfedniho objemu erytrocytu. Po 24 hodinach bylo u sumce zaznamenano snizeni po-
¢tu leukocytt (Velisek a kol., 2006a). Zmény hematologickych parametri dokladuji
stres, ktery u ryb probéhne pf¥i anestetické koupeli.

4.2.3. Biochemické vysetieni krevni plazmy

V rdmci biochemického vysetieni krevni plazmy ryb byly na biochemickém analyzé-
ru VETTEST 8008 stanoveny koncentrace: glukdzy (GLU), celkovych bilkovin (TP - total
protein), albuminu (ALB), globulinu (GLOB), triglyceridd (TRIG), anorganického fosfatu
(PHOS), amoniaku (NH,) a jaternich enzymi: asparat aminotransferazy (AST), alanin
aminotransferazy (ALT), laktat dehydrogenazy (LDH), kreatinkinazy (CK).

Biochemické vysetieni krevni plazmy prokazalo u pstruha duhového (O. mykiss)
ihned po anestesii zvyseni koncentrace glukézy a snizeni koncentrace aspartat ami-
notransferdzy oproti kontrole. Po 24 hodinach bylo u pstruha zaznamenéno zvyseni
koncentrace celkovych bilkovin, albuminl a globulini. U kapra obecného (C. car-
pio) nebyly ihned po anestesii zaznamenany zadné zmény v biochemickém profilu,
po 24 hodinach byla zjisténa zvysend koncentrace alanin aminotransferazy (Velisek
a Svobodova, 2004a,b). U sumce velkého (Silurus glanis) bylo zaznamenano zvyseni
glukdzy a albuminl hned po anestetické koupeli a snizeni ALT, které pretrvévalo jesté
24 hodin po anestesii (Velisek a kol., 2006b). Zaznamenané zmény biochemickych
parametru krve dokladuji hepatotoxicky a stresovy tic¢inek anestetické koupele,
vesmés reverzibilniho charakteru.
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4.2.4. Histologické vysetieni

Histologické vysetieni prokazalo u kapra (C. carpio) 24 hodin po anestesii edém epi-
telu sekundarnich zabernich lamel a mirnou hyperplasii a hypertrofii eosinofilnich bu-
nék pfi bazi sekundarnich lamel na zdbrach (Kolarova a kol., 2005). U sumce (S. glanis)
doslo po anestetické koupeli ke kapilarni ektazii zabernich listk( (Velisek a kol., 2006b).

U kazdého ze tii sledovanych druht ryb byly zaznamenany zmény jinych parametr(,
z ¢ehoz se d4 usuzovat na druhové specifickou citlivost vii¢i plsobeni 2-phenoxyetha-
nolu. Zjisténé zmény sledovanych parametrii vSak nebyly natolik zavazné, aby
nebylo mozno pripravek 2-phenoxyethanol povazovat za bezpecné anesteti-
kum pro ryby.

4.3. FARMAKOKINETICKE TESTOVANI

Za Ucelem zjisténi dynamiky uUcinné latky 2-phenoxyethanolu v krevnim fecis-
ti po anestetické koupeli (0,3 mLI"; teplota vody 8,5-10 °C) byla pstruhim duhovym
(O. mykiss) (vzdy tfem rybam - A, B, C; po 24 h Sesti rybdm - A, B, C, D, E a F) ode-
bréna krev z ocasni cévy v pfislusnych casovych intervalech od zacatku anestetické
koupele a néasledného premisténi ryb do cisté vody. Jako protisrazeci ptipravek byl
pouzit heparin. Z odebrané krve byla ziskana krevni plazma a v ni bylo na Vysoké sko-
le chemicko-technologické v Praze (VSCHT Praha) provedeno stanoveni koncentrace
2-phenoxyethanolu nové vyvinutou metodou.

Stanoveni bylo provedeno pomoci techniky mikroextrakce na tuhou fazi (SPME)
v ,head-pase” prostoru. Pro sorpci 2-phenoxyethanolu z plynné faze nad vzorkem bylo
pouzito vlakno se stacionarni fazi polydimethylsiloxan /karboxen/ divinylbenzen. Jako
instrumentalni koncovka byla vyuzita plynové chromatografie s hmotnostné spektro-
metrickou detekci s analyzatorem typu iontova past.

Farmakokineticka sledovani ukazala, ze ticinna latka 2-phenoxyethanolu pfe-
trvava v krevnim fecisti ryb kratkou dobu. K rychlému poklesu doslo jiz do 15 minut
po preloveni ryb z anestetické koupele do Cisté vody.

4.4. TESTOVANi PRETRVAVANI REZIDUI VE SVALOVINE S KOZi

Za Ucelem zjisténi pretrvavani rezidui 2-phenoxyethanolu ve svaloviné ryb byly pro-
vedeny odbéry vzork(ll po anestetické koupeli v roztoku 2-phenoxyethanolu (0,3 ml.I;
teplota vody 11,5-13 °C) z hibetni svaloviny s kizi pstruhG duhovych (O. mykiss) vzdy
ze stejného mista v prislusnych casovych intervalech od zac¢atku anestetické koupele
a nasledného premisténi ryb do cisté vody.
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ANESTETIKA PRO RYBY

Stanoveni 2-phenoxyethanolu ve svaloviné s kizi bylo provedeno na VSCHT Praha
stejnou technikou jako stanoveni v krevni plazmé (viz kap. 4.3.).

Tab. 5. Koncentrace 2-phenoxyethanolu v krevni plazmé.

Konc. 2-phenoxyethanolu v krevni plazmé (png.g™)

Doba odbéru vzorku krve  Vzorek (% vychoziho obsahu)
A B C
Pred aplikaci P1 0 0 0
Tésné po aplikaci P2 254,6 (100 %) 252,1 (100 %) 137,1 (100 %)
15 min po aplikaci P3 14,0 (5,5 %) 34,6 (13,7%) 43,1 (31,5%)
1 h po aplikaci P4 12,8 (5,0%) 5,6 (2,2%) 14,7 (10,7 %)
4 h po aplikaci P5 1,7 (0,5%) 1,0 (0,4 %) 2,0 (1,5%)
P6 A: 1,4 (0,5%) B: 0,8 (0,3%) C:0,9 (0,6 %)

24 h po aplikaci
D: 1,4 (0,5 %) E: 0,7 (0,3 %) F:0,9 (0,6 %)

Ze zjisténych hodnot je zfejmé, Ze ucinna latka 2-phenoxyethanolu pretrvava
v krevnim fecisti ryb kratkou dobu.

Pokles 2-phenoxyethanolu v zavislosti na dobé po anestetické koupeli
102
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2 —.> 100 4
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Obr. 1. zndzornéni dynamiky 2-phenoxyethanolu v dodanych vzorcich rybi svaloviny s ki
Hodnoty uvedené nad jednotlivymi sloupci zndzoriuji primérné ndlezy (mg.kg') 2-phenoxyethanolu
u prislusné radly.
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Je mozné konstatovat, Ze nejvyraznéjsi pokles v obsahu 2-phenoxyethanolu
vrybi svaloviné s kiizi byl zaznamenan béhem prvnich 24 hodin. Nizké koncentra-
ce rezidui viak pretrvavaly po celou dobu sledovani. Maximalni ochranna lhuta, kte-

rou je nutné dodrzet - 500 stupriodnui, zarucuje bezpeénost pro lidsky konzum.

4.5. EKOTOXIKOLOGICKE TESTOVANI

Testy byly provedeny podle standardnich operacnich postupli SOP 5, 6, 7, 8, 9, 10
(Smérnice pro ekotoxikologické hodnoceni lé¢iv uréenych pro ryby, VURH JU Vodnany).
SOP jsou zpracovany podle normy OECD.

Tab. 6. tkotoxikologické testovdni 2-phenoxyethanolu.

Organismus Stanovené hodnoty mg.l" ml.I"?
Kapr obecny 96hLC50 190 0,17
(Cyprinus carpio) 10minLC50 430 0,39
Pstruh duhovy' 96hLC50 280 0,25
(Oncorhynchus mykiss) 10minLC50 510 0,46
Zebricka pruhovana (Danio rerio) 96hLC50 325 0,30
Pavi oko
(Poecilia reticulata) illcs Sk B2t
Drapatka vodni 96hLC50 458 0,42
(Xenopus laevis™)
96hEC50 328 0,30
Perloocka velka 48hEC50 236 021
(Daphnia magna)
Okrehek mensi 168hIC50 325 030

(Lemna minor)

Pozn.:

96hLC50 = koncentrace testované Idtky, pi které béhem 96 h uhyne 50 % testovacich organismd
10minLC50 = koncentrace testované Idtky, pfi které béhem 10 min uhyne 50 % testovacich organismu
96hEC50 = koncentrace testované Idtky, pii které se vyskytne béhem 96 h sledovany Ucinek (v pfipadé
testu na drdpatkdch X. laevis — malformace)

ITeratogenni index pro X. laevis (podil LC50/EC50) = 1,39; tato hodnota nasvédcuje tomu, Ze
2-phenoxyethanol nepfedstavuje vysoké teratogenni riziko pro obojZivelniky

48EC50 = koncentrace testované Idtky, pii které se vyskytne béhem 48 h sledovany cinek (v pripadé
D. magna - imobilizace)

168hIC50 = koncentrace testované Idtky, pri které se vyskytne béhem 168 h inhibi¢ni Ucinek

Na zdkladé zjisténych hodnot LC50, EC50 a IC50 Ize konstatovat, ze 2-phenoxyetha-
nol nepfedstavuje vazné riziko pro zivotni prostiedi, vSechny zjisténé hodnoty
jsounad 100 mg.I" a k takovym pFipravkiim neni pfifazovana zadna z rizikovych
vét (R50-R52).
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4.6. SHRNUTI (TEORETICKY NAVRH PRIBALOVEHO LETAKU)

Nazev pfipravku: 2-phenoxyethanol.

Slozeni: ethylene glykol monophenyl ether, CH, O, (farmaceuticka surovina).

Indika¢ni skupina: anestetikum pro ryby.

Popis pfFipravku: bezbarvy roztok.

Charakteristika pripravku: ldtka s anestetickym Ucinkem pro ryby, rozpustna ve vodé.

Farmakokinetické ucinky: 2-phenoxyethanol se vstiebavé zabernim epitelem, jeho
pfitomnost v krvi ryb je kratkodoba.

Indikace: sedace, imobilizace, lehkd anestesie pro manipulaci mimo vodni prostredi
i hluboka pro chirurgicky zakrok.

Nezadouci ucinky: reversibilni zmény v krevnim obraze

Davkovani: 0,3-04 mlI"; 2-phenoxyethanol dobfe rozmichat v mensim mnozstvi vody
a teprve pak nalit do lazné. Pouzivat vodu stejné kvality a teploty v jaké jsou ryby
prechovéavany. Do ldzné vklddat ryby postupné. Anestesie nastupuje béhem
5-10 min. Rekonvalescence po premisténi do cisté vody trvé 10 min.

Zplsob pouziti: anestetickd koupel pro ryby. Pfed aplikaci anestetika je doporucena
hladovka (tzn. vysadit krmeni) po dobu 12-24 h.

Uchovavani a zpusob skladovani: skladovat v pevné uzaviené lahvi, na vzdusném
misté pri teploté do 25 °C, chranit pred zdroji ohné a pfed mrazem!

Varovani: Latka toxickd a nebezpecnd pro ¢loveékal Drazdiocia kiizi. Dodrzovat bezpe¢nost
prace! Pri vniknuti do oka provést vyplach vodou a vyhledat |ékafe! Manipulace mUze
byt provéddéna pouze veterindrnim Iékafem nebo jim povérenou osobou a s jeho
odpovédnosti. Pfestoze 2-phenoxyethanol nepredstavuje vézné riziko pro zivotni
prostfedi, je nutno likvidovat anestetickou ladzert nékolikandsobnym ziedénim,
nevypoustét do volné ani odpadni vody.

Upozornéni: nutny veterindri predpis ,magistraliter” — phenoxyethanol jako farmaceu-
tickd surovina.

Ochranna lhata: 500 stupriodn(.
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5. HREBICKOVY OLEJ

Hiebickovy olej je latka prirodniho plvodu ziskand destilaci z rostliny Eugenia aro-
matica nebo E. caryophyllata. U¢innou latkou je eugenol, ktery tvofi 72-90% htebi¢-
kového oleje. Prednost tohoto anestetika (pfirodni plivod) je i jeho nevyhodou - nelze
presné definovat slozeni jednotlivych sarzi hiebi¢kového oleje. Z eugenolu je mozné
syntetizovat isoeugenol, jehoz obsabh jiz Ize pfesné definovat. Pro isoeugenol byl sta-
noven MRL (Nafizeni komise EU ¢. 363/2011) a Ize v dohledné dobé ocekavat registraci
tohoto anestetika pro ryby.

Hrebickovy olej (eugenol) je k dostani v [ékdrenské siti. V naSem pfipadé byl testo-
van: Caryophylli floris etheroleum (Hebi¢kova silice), atest 0036/0204/517; CL 2002, do-
dava firma: Kulich (RNDr. Jan Kulich), Hradec Krélové.

Doporucena anesteticka davka je 30-40 mg.l" (= 0,03-0,04 mlI" — 1 g hiebicko-
vého oleje zhruba odpovida 1 ml), anestesie nastupuje do 5-10 minut, doba zotaveni
je ponékud delsi nez u jinych anestetik. Jeho pouZiti je proto mozné pouze na predpis
,magistraliter” veterinarniho lékare a na jeho vlastni odpovédnost. Veterinarni Iékaf
musi naridit dodrzeni maximalni ochranné lhiity, tj. 500 stupriodnu, za které odpo-
vidd spole¢né s chovatelem.

5.1. TESTOVANI UCINNOSTI

Tab. 7. Priklady ddvek - hiebickovy olej (eugenol 78%, Dr. Kulich Pharma, s.r.o, CR).

U¢inna
. Hmotnostryb  Teplota vod
Druh ryb Vék ryb @) y P °C) Y koncentrace
9 (mLI)
Kapr obecny KK 50-3 000 5-25 0,04-0,06
(Cyprinus carpio) 1
Mnik jednovousy Mn,_ 80-100 5 0,02-0,07
(Lota lota) 23
Jeseter maly 0+ a2 generaéni 9-10 000 4-20 0,07
(Acipenser ruthenus)
Okoun Fi¢ni
(Perca fluviatilis) 0,, 32-40 12,5-20,0 0,033
Siven americky .
(Salvenius fontinalis) 3 20-50 2 OREE
Sih peled’
T Pe, 800-1 000 1 0,033
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Tab. 8. riiklady ddvek - hiebickovy olej — akvarijni a okrasné ryby (eugenol 78%, Dr. Kulich Pharma, sro, CR).

Uc¢inna koncentrace

ruhr Teplota v °
Druh ryb eplota vody (°C) (mL)
Black Molla (Molinesia shenops) 25 0,025
Parmicka ¢tyipruha (Puntius tetrazona) 25 0,025
Parmicka nadherna (Puntius conchorius) 25 0,025
o : 15 0,033
Zavojnatka (Carasius auratus)
20 0,033

U¢innost hfebi¢kového oleje byla také zaznamenéna u Stiky obecné (Esox lucius)
v davce 0,033 ml.I", jelce jesena (Leuciscus idus) v davce 0,25 ml.I7, jelce proudnika
(Leuciscus leuciscus) v davce 0,066 ml.I", hrouzka obecného (Gobio gobio) v davce
0,033 mLI", okouna fi¢niho (Perca fluviatilis) 0,033 ml.I", pstruha duhového (Oncorhyn-
chus mykiss) 0,033 ml.I", jesetera sibifského (4Acipenser baerii) 0,075 mLI" a u candata
obecného (Sander lucioperca) 0,033 ml.I". Okounovec nilsky (tilapie, Oreochromis nilo-
ticus) vykazoval nizkou vnimavost k tomuto anestetiku.

5.2. TESTOVANI NEGATIVNIHO UCINKU NA CiLOVY ORGANISMUS (RYBY)

5.2.1. Test akutni toxicity na rybach po podani jedné davky

Testy byly provedeny podle SOP 05 (Smérnice ekotox. hodnoceni lé¢iv ur¢enych pro
ryby - VURH JU Vodnany). SOP je zpracovana podle normy OECD 203 - Fish, Acute test
toxicity, kde je presné definovana kromé jinych parametr( teplota vody, pfi které se
test provadi (21 + 2 °C) a velikost ryb.

Tab. 9. Akutni toxicita pro ryby — hiebickovy olej (eugenol 78%, Dr. Kulich Pharma, s.r.o,, CR).

Testovaci organismus Zjistované hodnoty mg.l"

Kapr obecny 96hLC50 15

(Cyprinus carpio) 10minLC50 74

Pstruh duhovy 96hLC50 14

(Oncorhynchus mykiss) 10minLC50 81

Zebfticka .pruh'ovana 96hLC50 19
(Danio rerio)

Pavi oko 96hLC50 17

(Poecilia reticulata)

Pozn.:
96hLC50 = koncentrace testované Idtky, pri které béhem 96 h uhyne 50 % testovacich organismd
10minLC50 = koncentrace testované Idtky, pfi které béhem 10 min uhyne 50 % testovacich organismu
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Provedenymi testy akutni toxicity byla prokazana shoda citlivosti vybranych testo-
vacich organismu vici testovanému anestetiku. Pro posouzeni rizika aplikace hrebic-
kového oleje jako anestetika byly stanoveny hodnoty 10minLC50 pro kapra obecného
a pstruha duhového a z téchto hodnot byl vypocten terapeuticky index (Tl = LC50/
doporucena koncentrace) pro kapra 2,5; pro pstruha 2,7. Z tohoto hlediska je tedy
hodnoceni hiebitkového oleje podstatné priznivéjsi, nebot podil letalni a pouzivané
koncentrace je vyrazné vyssi ve srovnani s 2-phenoxyethanolem.

Anestetikum neni ur¢eno pro opakované podani, a proto testy po opakovaném po-
dani neni nutné provadét.

5.2.2. Hematologické vysetieni

Pri vysetreni krve ryb byly sledovany tyto parametry: pocet ¢ervenych krvinek - ery-
trocytl (Er), koncentrace hemoglobinu (Hb), hodnota hematokritu (PCV), parametry
erytrocytd (MCV - stfedni objem erytrocytu, MCH — hemoglobin v 1 erytrocytu, MCHC
- stfedni barevna koncentrace = koncentrace hemoglobinu v objemové jednotce ery-
trocytl), pocet bilych krvinek — leukocytl (Leu) a zastoupeni jednotlivych druht bilych
krvinek (Leukogram).

U kapra obecného (C. carpio) a pstruha duhového (O. mykiss) nebyly po ptusobeni
anestetika hiebickového oleje zaznamenany zadné statisticky vyznamné zmény
v hodnotdch hematologickych ukazatel. U sumce velkého (S. glanis) doslo bezpro-
stfedné po anestesii ke snizeni prdmérné hodnoty MCHC (stfedni barevné koncent-
race) a ke snizeni poctu leukocytd. U tohoto druhu byla ihned po anestesii priimérna
hodnota Hb nizsi a primérna hodnota PCV vyssi oproti kontrole, ovsem bez statistické
vyznamnosti (VeliSek a kol., 2005a,b; 2006b).

5.2.3. Biochemické vysetieni krevni plazmy

Béhem biochemického vysetieni krevni plazmy ryb byly na biochemickém analyzé-
ru VETTEST 8008 stanoveny koncentrace: glukdzy (GLU), celkovych bilkovin (TP - total
protein), alouminu (ALB), globulinu (GLOB), triglyceridd (TRIG), anorganického fosfatu
(PHOS), amoniaku (NH,) a jaternich enzymi: asparat aminotransferazy (AST), alanin
aminotransferazy (ALT), laktat dehydrogenazy (LDH), kreatinkinazy (CK).

Biochemickym vysetfenim krevni plazmy bylo zjisténo u kapra obecného (C. car-
pio) ihned po anestesii zvyseni koncentrace glukdzy a anorganického fosforu, u pstru-
ha duhového (0. mykiss) ihned po anestezii zvyseni koncentrace glukézy a amoniaku
a v obou pokusnych skupinach (ihned po anestezii a po 24 hodinach) nizsi koncentrace
AST oproti kontroldam. U sumce velkého (S. glanis) doslo ihned po anestezii ke zvyse-
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ni TRIG a ALT (Velisek a kol., 2005a,b; 2006b). Zaznamenané zmény biochemickych
parametru krve dokladuji hepatotoxicky a stresovy tcinek anestetické koupele,
vesmés reverzibilniho charakteru.

5.2.4. Histologickeé vysetieni

Histologickym vysetfenim byly po desetiminutové anestesii u pstruha, kapra a sum-
ce zjistény kapilarni ektazie zabernich tycinek. Po 24 hodinach tyto zmény diagnosti-
kovany nebyly. (Velisek a kol., 2005a,b; 2006b).

Vzhledem k tomu, Ze vétsina zmén, které byly zjistény histologickym vysetfenim
a v hematologickém a biochemickém profilu ryb bezprostiedné po anestesii (s vy-
jimkou snizeni koncentrace alanin aminotransferazy u pstruht), se do 24 hodin upra-
vila, Ize usuzovat, Zze hiebickovy olej Ize hodnotit z hlediska negativniho tcinku
na ryby jako bezpecny pripravek k anestesii.

5.3. EKOTOXIKOLOGICKE TESTOVANI

Testy byly provedeny podle SOP 5, 6, 7, 8, 9, 10 (Smérnice ekotoxikologického eko-
tox. hodnoceni Ié¢iv uréenych pro ryby, VURH JU Vodhany). SOP je zpracovéna podle
norem OECD.
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Tab. 10. tkotoxikologické testovdni — hiebickovy olej (eugenol 78%, Dr. Kulich Pharma, s.r.o,, CR).

Organismus Sledované hodnoty mg.l"
Kapr obecny 96hIC50 15
(Cyprinus carpio) 10minLC50 74
Pstruh duhovy 96hLC50 14
(Oncorhynchus mykiss) 10minLC50 81

Zebficka pruhovana

(Danio rerio) 96hLC50 19
Pavi oko
(Poecilia reticulata) SAlCs 17
Drapatka vodni 96hLC50 11
(Xenopus laevis”) 96hEC50 34
Perlooc.ka velka 48hEC50 4
(Daphnia magna)
Okiehek mensi 168hIC50 -

(Lemna minor)

Pozn.:

96hLC50 = koncentrace testované Idtky, pfi které béhem 96 h uhyne 50 % testovacich organismu
10minLC50 = koncentrace testované Idtky, pfi které béhem 10 min uhyne 50 % testovacich organismu
96hEC50 = koncentrace testované Idtky, pii které se vyskytne béhem 96 h sledovany Ucinek (v pfipadé
testu na drdpatkdch X. laevis — malformace)

I Teratogenni index pro Xenopus laevis (podil LC50/EC50) = 0,32 tato hodnota nasvédcuje tomu, Ze
hrebickovy olej nepredstavuje teratogenni riziko pro obojzivelniky

48EC50 = koncentrace testované Idtky, pli které se vyskytne béhem 48 h sledovany Ucinek (v pfipadé D.
magna — imobilizace)

168hIC50 = koncentrace testované Idtky, pfi které se vyskytne béhem 168 h inhibicni Ucinek

Provedenymi testy akutni toxicity byla prokdzéna radova shoda citlivosti vybranych
testovacich organizm0 vici tomuto anestetiku s vyjimkou Daphnia magna, ktera je
o fad citlivéjsi ve srovnani s ostatnimi pouzitymi organizmy.

Na zékladé zjisténych hodnot LC50, EC50 a IC50 Ize konstatovat, ze hiebickovy olej
je diky své akutni toxicité pro Daphnia magna oznacen rizikovou vétou R51 (pf¥i-
pravek toxicky pro vodni organismy).
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5.4. SHRNUTI (TEORETICKY NAVRH PRIBALOVEHO LETAKU)

Nazev pfipravku: hiebickovy olej (eugenol).

SlozZeni: latka prirodniho plvodu ziskand destilaci z rostliny Eugenia aromatica nebo
E. caryophyllata, nelze presné definovat obsah Ucinné latky (eugenolu) v jednot-
livych sarzich.

Indika¢ni skupina: anestetikum pro ryby.

Popis pFipravku: mirné nazloutly az nahnédly olejovity roztok.

Charakteristika pFipravku: litka s anestetickym Ucinkem pro ryby, méné rozpustné ve
vodeé.

Farmakokinetické tucinky: eugenol se vstiebava Zzabernim epitelem a ¢astecné kiz.

Indikace: sedace, imobilizace, lehkd anestesie pro manipulaci mimo vodni prostredi
i hluboka pro chirurgicky zakrok.

Nezadouci ucinky: reversibilni zmény v krevnim obraze.

Davkovani: 30-40 mg.l" (= cca 0,03-0,04 mlI") dobfe rozmichat v mensim mnozstvi
vody a teprve pak nalit do 1dzné. Pouzivat vodu stejné kvality a teploty v jaké jsou
ryby prechovévany. Do lazné vkladat ryby postupné. Anestesie nastupuje béhem
5-10 min.Rekonvalescence po premisténi do cisté vody je delsi nez u jinych anestetik.

Zplisob pouziti: anestetickd koupel pro ryby. Pfed aplikaci anestetika je doporucena
hladovka (tzn. vysadit krmeni) po dobu 12-24 h.

Uchovavani a zplsob skladovani: skladovat v pevné uzaviené lahvi, na vzdusném
misté pri teploté do 25 °C, chranit pfed mrazem.

Varovani: Latka nebezpecna pro cloveékal Drazdi oci a kizi. Vypary mohou zplsobovat
u jednotlivcl stav nevolnosti. Dodrzovat bezpecnost prace! Pri vniknuti do oka
provést vyplach vodou a vyhledat |ékafel Manipulace mUze byt provddéna pouze
veterinarnim lékafem nebo jim povérenou osobou a s jeho odpoveédnosti. Aneste-
tickou l&zen je nutno likvidovat nékolikandsobnym ziedénim, nevypoustét do vol-
né ani odpadni vody. Hiebickovy olej je diky akutni toxicité pro Daphnia magna
oznacen rizikovou vétou R51 (pfipravek toxicky pro vodni organismy).

Upozornéni: nutny veterindrni predpis ,magistraliter” — hebickovy olej jako farmaceutickd
surovina.

Ochranna lhata: 500 stupriodn(.
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