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1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je pfedlozit aktualizovany postup hematologického vysetteni peri-
ferni krve ryb s vyuzitim soucasnych poznatkl a zkusenosti.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

Metodika popisuje stanoveni hodnot ¢erveného a bilého krevniho obrazu ryb
a uvadi metodu zkraceného hematologického kondi¢niho testu.

2.1.Uvod

V 70.a 80. letech minulého stoleti se zacal u nas velmi ispésné rozvijet obor ichtyo-
hematologie. Snaha o vypracovani prvnich jednotnych metodik pro uUcely ichtyohe-
matologie byla motivovéna vlivem mezindrodni odborné a védecké verejnosti, ktera
se s nevsednim zajmem a entusiasmem podilela na konstituovani tohoto historicky
mladého odvétvi hematologie. Vyusténim tohoto Usili a ziskanych zku$enosti bylo
vydani metodiky ,Jednotné metody hematologického vysetfovani ryb” (Svobodova,
Pravda a Paldckovad, 1986). V roce 2001 byla vydana tato metodika v anglictiné. Byly
zde podrobné popsany metody hematologického a biochemického vysetieni krve ryb.
Analyzy periferni krve ryb byly vyuzivany pro posuzovani kondice ryb, nespecifické
odolnosti jednotlivych plemen a linii ryb, k posuzovani vhodnosti krmiv, vlivu streso-
vych situaci a v neposledni fadé byly tyto metody hojné vyuzivany pfi sledovani Gcinkl
toxickych latek na ryby.

V pribéhu nasledujicich 26 let byly ichtyohematologické metody intenzivné vyu-
zivény, podle potieb byly upravovany, pfipadné modifikovany. Na zakladé téchto zku-
senosti a recentnich poznatkd nyni vychazi aktualizovand a revidovana verze. V tom-
to vydani jsou uvedeny pouze metody hematologického vysetieni krve ryb. Metody
biochemického vysetieni byly vypustény, protoze v soucasné dobé jsou tato vysetieni
provadéna pomoci plné automatizovanych biochemickych analyzator s vyuzitim ko-
mer¢nich kitd.

Ke stanoveni hodnot jednotlivych hematologickych ukazateld jsou v predkladané
metodice uvedeny pouze vyzkousené a ovérené postupy, které je mozno pouzit ve ve-
terinarni a rybaiské praxi k vysetreni periferni krve ryb. Hodnoty jednotlivych hemato-
logickych ukazatel( jsou silné ovliviiovany endogennimi a exogennimi faktory, a proto
neni snadné stanovit jejich fyziologické rozmezi. Hematologické hodnoty uvedené
v jednotlivych kapitolach je proto nutno povazovat pouze za orientacni.
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2.2, 0dbér krve

Odbér krve pro ichtyohematologickd Setfeni se provadi zdsadné bezprostiredné
po vyloveni ryb z prostredi, ve kterém jsou chovany. Zakladnim kritériem pro volbu od-
bérové metody jsou velikostni poméry ryb, naroky na mnozstvi odebirané krve a v ne-
posledni fadé i dalsi osud ryb, odlovovanych pro rlizna vysetieni.

2.2.1. Odbér krve u plidku ryb

U plidku vétsiny druh( ryb je v dGsledku velikostnich poméri a jemného uspofia-
dani vyvijejiciho se cévniho fecisté krve objektivné tak malo (1 az 2% hmotnosti), ze i
minimalni reprezentativni krevni objem k vySetteni Ize odebrat jen v centralnim tse-
ku cirkula¢niho Ustroji, tj. v srdci. Pro stanoveni zdkladnich ukazatel(i postaci 4 kapky
nesrazlivé krve, pro vysetieni v rozsahu zkrdceného hematologického kondi¢niho testu
(ZHKT) pak téméf polovina tohoto objemu. Potfebné mnozstvi krve Ize spolehlivé zis-
kavat od plidku s hmotnosti minimalné 8 gram{i. Ziskani tohoto mnozstvi krve umoz-
nuje metoda krevniho ndbéru vnéjsi punkci srdce (kardiopunkce) pomoci cca 200 mm
dlouhé sklenéné kapildry, jejiz vnitfni povrch je pfed pouzitim potazen jemnym filmem
roztoku heparinu. Pfi této heparinizaci je nutné dbat na to, aby heparin vytvofil pou-
ze jemny film na vnitinich sténach odbérové kapilary a aby byl zbyly roztok spoleh-
livé vyfouknut a popfipadé i odsan filtracnim papirem nebo bunicitou vatou. Vlastni
nabér krve se pak provadi tak, ze se ryba po vyloveni z vody rychle fixuje za hibetni
cast Ctvercem bunicité vaty nebo utérkou z netkané textilie ptimérenych rozmérd.
Ventralni ¢ast trupu musi byt volné pfistupna. V této poloze se pak prsty jedné ruky
fixuje po celou dobu odbérového zakroku. Poté se druhou rukou otfe krajina srde¢ni
bunicitou vatou do sucha a uchopi se heparinizovana odbérova kapilara, z niz se bez-
prostiedné pred zakrokem odlomi konec zaspicatélého hrotu. Ryba fixovana v poloze
hlavou dol(i se pozvedne do Urovné oci a druhou rukou se nasadi hrot odbérové kapi-
lary pod thlem asi 60° k podélné ose téla cca 1-2 mm kranialné od stfedového mista,
jez je prasecikem podélné roviny téla a spojnici kranialnich okraja baze obou prsnich
ploutvi. U kapfiho plidku je v tomto bodu patrné tzv.,,stigma“ v podobé mélké a zpra-
vidla pigmentované prohlubné kize o priiméru do 1 mm. Je to v podstaté pozlistatek
po otvoru, jimz v obdobi Zloutkové vyzivy vstupovaly do téla zloutkové cévy, pfivadé-
jici do zakladu srdce krev obohacenou zivinami, resorbovanymi ze zloutkového vacku.
Poté se energickym vpichem zavede hrot heparinizované odbérové kapilary pres télni
sténu do osrdec¢niku a dale do srdce (obr. 1). Spolehlivym dokladem nabodnuti né-
které ze srde¢nich dutin je, Ze se v kapilafe objevi krev, jez pulzovymi pohyby ¢asové
soubézné s tepem srde¢nim ,napulzuje” pod mirnym hydrostatickym tlakem do Sikmo
dol drzené kapilary. Nedojde-li k samovolné naplini krvi hned v pocate¢ni fazi pro-
tnuti stény této télni dutiny, je to zpravidla tim, ze hrot odbérové kapilary byl zaveden



pfilis hluboko do osrde¢nikové dutiny, popfipadé az do jeji protéjsi stény. V takovém
pfipadé je nutno hrot odbérové kapilary lehce povytadhnout zpét a pfipadnym mirnym
pootocenim zajistit volny prichod krve do kapilary, a tim i jeji samovolnou napli ne-
srazlivou zZilnou krvi. Pro dosazeni nékteré ze srde¢nich dutin staci obvykle zavést hrot
odbérové kapilary 3 az 4mm hluboko pod kizi v misté vpichu. Po skonc¢eni odbéru se
hrot odbérové kapilary vyjme z rany, ryba s fixacnim obalem se odlozi a kapilara s krvi
se prevede do vodorovné polohy a poté nékolikerym prevracenim se zajisti dokonalé
smiseni krve s antikoagulaénim Cinidlem. Tim se zajisti potfebna stabilizace krevniho
vzorku. Rybu je nutné ihned po odbéru krve usmrtit Setrnym zplsobem.

Dalsi manipulace s odebranym vzorkem nesrazlivé krve ryby spociva v tom, ze se
nejprve nechaji z kapilary odkapnout 3 az 4 kapky krve na pfipravené Cisté a suché
podlozni sklicko, z néhoz se odsaji pfislusnd mnozstvi krve pro vlastni vysetfeni. Pfi-
padna zbyvajici ¢ast krve se ponechd v odbérové kapildre, jejiz oba protilehlé konce
jsou pfimérené zkraceny odlomenim a uzavieny pecetnim voskem. Pfed dal$im zpra-
covanim se uchovava v kolmé poloze a pfi teploté do 4°C.

U pladku ryb s hmotnosti nad 20g Ize odbérovou sklenénou kapilaru nahradit
Cistou a suchou heparinizovanou injekéni jehlou o prasvitu do 0,9mm (velmi vhodné
jsou pro tyto ucely jednordzové injekéni jehly se Zlutym pfipadné zelenym konusem),
kterou zavedeme do srdecni dutiny obdobné jako sklenénou kapilaru. Jakmile se v Usti
jehly objevi krev, jehlu pustime, ¢imz zaujme vlivem prevazeni konusu Sikmou polohu
a v té pak nechame samovolné odkapat potifebné mnozstvi krve bud na cisté suché
podlozni sklicko nebo do plastovych mikrozkumavek s vickem (,Eppendorf”), které
jsou pro dal$i manipulaci s krvi ryb zvlast vhodné.



METODY HEMATOLOGICKEHO VYSETROVANI RYB

Obr. 1. Odber krve u pliidku ryb metodou krevniho ndbéru vnéjsi punkci srdce (kardiopunkce) pomoci cca
200 mm dlouhé sklenéné kapildry (Svobodovd a kol,, 1986).



Kardiopunkéni techniku odbéru Ize pouzit také u ryb vy3sich vékovych kategorii
v piipadech, kdy si mdzeme dovolit usmrceni vysetiované ryby. Takova situace se na-
skytd napf. pti komplexnim zdravotnim vysetfeni vzorkl ryb a pfi soucasné potrebé
provést rozsahlejsi hematologicky vyzkum, ktery vyzaduje vétsi objem krve. V téchto
pfipadech se provadi odbér krve pomoci heparinizované jednorazové injekéni jehly
(Zluty pfipadné zeleny konus) s nasazenou heparinizovanou injek¢ni stfikackou. Za-
vedeni injek¢ni jehly do srdce ryby je technicky obdobné jako pfi pouziti odbérovych
sklenénych kapildr. Po zavedeni jehly do srdce se vytvofi ve stfikacce mirny podtlak,
ktery se udrzuje po celou dobu nébéru. Kardialni punkci Ize provadét také pomoci he-
parinizované kovové jehly silnéjsiho priiméru bez nasazené injekcni stikacky. Krev ne-
chame volné skapavat do heparinizovanych plastovych mikrozkumavek s vickem nebo
sklenénych lahvicek (obr. 2 a 3).

Obr. 2. Odbér krve kardidini punkci u kapra (foto L. Divisovd).
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\V
Obr. 3. Odbér krve kardidini punkci u kapra (foto L. DivisSovd).

2.2.2, Odbér krve u ryb s kusovou hmotnosti nad 200 g vcetné ryb generacnich

Nejvhodnéjsi metodou odbéru krve u téchto ryb je punkce ocasnich cév (obr. 4).
S ohledem na ptiznivé anatomicko-topografické poméry, jez jsou u viech druhd na-
sich ryb velmi obdobné, je postup nabéru krve touto metodou nasledujici: na ventral-
ni strané ocasniho nasadce se nejprve osusi misto asi 1cm kaudalné od fitni ploutve.
Po osuseni mista se ve stfedni roviné nadzvedne pomoci jehly kozni Supina a jehla se
zavede kraniodorzalnim smérem pod Uhlem 45° od osy pétefe. Jehla musi byt dosta-
te¢né dlouhd a pevné nasazena na konusu heparinizované jednorazové injekéni stfi-
kacky (obr. 5-6). Jehla se zavadi pomalu a mirnym tlakem, jimz se pfekonava jen odpor
okolni svaloviny. Takto pfi Setrném postupu dojde nejprve k nabodnuti ocasni zily, coz
se pozné podle Uniku krve z konusu jehly do stfikacky. Pfi rychlejsim postupu hrot jehly
projede zpravidla zilou, ale i tepnou a narazi na tvrdou pfekazku obratlového téla. V ta-
kovém pfipadé se jehla mirné povytadhne a odebird se krev z tepny nebo zily, coz neni
snadné vzdy rozlisit. Pfi zavadéni jehly kolmo na podélnou osu téla je vzhledem k $ik-
mému postaveni cévnich vybézkl vétsi pravdépodobnost, Ze se narazi pravé na nékte-
ry z nich a pak je nutno vpich opakovat, coz pfi vyse popsaném postupu prakticky od-
pada. Po ukonceni odbéru krve je nutné misto vpichu povrchové dezinfikovat béznym
zpUsobem. Popsana metoda je plné doporucitelna zejména pii sériovych krevnich
odbérech, nebot odbér 2 ml krve od kaprovitych ryb s kusovou hmotnosti nad 1 000g
nema pro odebirané ryby vyznamny vliv na jejich zdravotni stav a dalsi Zivot.
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Obr. 4. Odbér krve u ryb s hmotnosti nad 200g metodou punkce ocasnich cév (Svobodovd a kol, 1986).
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Obr. 5. Odber krve kapra punkci ocasnich cév (foto L. Divisovd).

Obr. 6. Odbér krve sivena punkci ocasnich cév (foto L. Divisovd).
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Pro odbér krve u jeseterovitych ryb je nutné oproti kostnatym rybdm postup modi-
fikovat. Chrupavcita chorda nepUsobi u jeseter( jako prekazka pro orientaci spravného
odbéru, a proto je nutné zvolit orientaci podle vnéjsich koordinat. Cévy, ze kterych je
krev odebirdna, lezi v priiseciku horizontaIni pfimky (a) vedené napfi¢ ocasnim nasad-
cem v roviné fitni ploutve a vertikdlni pfimky (b; kolmice na prvni pfimku) spusténé
z ventralniho vybéZzku kosténého Stitku v lateralni fadé (FlajShans, ust. sdél., 2012; obr.
7-8).

Heparinizovand injekéni stiikacka s pevné nasazenou jehlou se zavadi do ocasniho
néasadce pod ventrdlni vybézek nékterého z dobfe viditelnych kosténych stitk{ v late-
ralni fadé (obr. 8). Stfikacka s jehlou se zavadi kolmo, mirnym tlakem k piekonani slabé-
ho odporu svaloviny. Jedina tkan, ktera pfi tomto zplsobu odbéru klade jehle odpor,
je az sténa cévni. Jeji prekonani je signalizovano nabérem krve do stiikacky. Castou
komplikaci pfi rychlejsim postupu punkce byva proniknuti jehly skrz cévu, pfi kterém
se jiz krev ve stiikacce objevi, ale dale netece. V tomto piipadé je nutné jehlu opét
povytahnout, dokud se nevrati zpét do stiedu cévy. Po ukonceni odbéru krve je nutné
misto vpichu povrchové dezinfikovat béznym zptsobem.

Stejnym zpUsobem je mozno odebirat krev i u lososovitych ryb (obr. 9).

Obr. 7. Transverzdini fez trupem juvenilniho jesetera malého (Acipenser ruthenus) s lokalizaci ocas-
nich cév v praseciku horizontdIni pfimky (a) vedené naptic ocasnim ndsadcem v roviné fitni ploutve a na ni
kolmé primky (b) spusténé z ventrdiniho vybézku kosténého stitku v laterdini fadé (foto M. Flajshans).
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Obr. 8. Zavadeéni injekéni jehly pod ventrdini cip dobre viditelného kosténého stitku v laterdini fadé
u adultniho jesetera malého (Acipenser ruthenus) (foto M. Flajshans).

Obr. 9. Odbér krve sivena z ocasnich cév z laterdini strany (foto L. Divisovd).
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2.3, Stabilizace krve

Ke stabilizaci krve ryb se vyhradné pouzivd vodny roztok sodné soli heparinu
v koncentraci 5 000 m.j./ml. Heparin inj. je velmi G¢inné protisrazeci ¢inidlo distribuo-
vané v ampulkach o rdzném objemu. Jeden mililitr tohoto vodného roztoku obsa-
huje 5 000 m.j. sodné soli heparinu. Pro stabilizaci 1 ml krve ryb obvykle sta¢i 0,01 ml
(zhruba 1 kapka) tohoto roztoku heparinu, ktery se ve zkumavce nebo banic¢ce necha
zaschnout a poté se provede odbér krevniho vzorku. Mirné preddvkovani heparinu ne-
vyvolava zmény na krevnich burikdch ryb. Doporu¢ené mnozstvi heparinu viak nelze
udavat vseobecné, nebot i zde hraje roli druhova specifi¢nost. Vyrazné vétsi mnozstvi
heparinu je nutné pouzit napf. pro stabilizaci krve u zastupcll celedi Percidae (okoun
ficni, candat obecny).

2.4, Stanoveni ukazatelii éerveného krevniho obrazu

2.4.1.Erytrocyty

Erytrocyty ryb jsou na rozdil od erytrocytl savcl plnohodnotnymi bunkami s oval-
nym jadrem, které je situovano ve stiedu erytrocytu. Tvar erytrocytu je ovalny. Erytro-
cyt napfiklad u kapra obecného dosahuje velikosti 12 pm. Elipticky a diskovity tvar
erytrocytu je vyznamnym evolu¢nim znakem ryb.

Krevni barvivo ve zralém rybim erytrocytu je rozlozeno difuzné a odpovida izoch-
romii s uniformnim rlizovym odstinem cytoplazmy erytrocytd. Anisochromie je signa-
lem zvysené erytropoézy.

2.4.2, Stanoveni poctu erytrocytii (Er, RBC)

Stanoveni poctu erytrocytd u ryb se provadi v heparinizované krvi fedéné Hay-
emovym roztokem v poméru 1 : 200. Hayemuv roztok ma nasledujici slozeni:

chlorid rtutnaty HgCl, - sublimat 2,59

siran sodny Na,SO, 259

chlorid sodny NaCl 5¢g
destilovand voda ad 1000ml.

HayemQv roztok je jedovaty, protoze obsahuje jako prostiedek fixujici krvinky sub-
limat (HgCl,). Pfed pouZitim se pfipraveny Hayem(v roztok filtruje pfes filtratni papir.

K fedéni krve se pouziva tzv. bani¢kové metody podle Biirkera. Redéni se provadi
ve specialnich sklenénych bani¢kach nebo v penicilinovych lahvi¢ckach o objemu cca
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15 az 25 ml, do kterych se nejprve naddvkuje automatickou pipetou presné 4 975 ul
Hayemova roztoku a potom mikropipetou 25 ul odebrané heparinizované krve. Spicka
mikropipety se opétovnym nasanim roztoku nékolikrat proplachne, aby doslo k doko-
nalému vymyti krve, poté se banicka uzavie gumovou zatkou a jeji obsah se promicha-
va krouzivym pohybem po dobu jedné minuty. Kapatkem nebo Pasteurovou pipetou
se naplni pocitaci Blirkerova komUrka (hemocytometr) nafedénou krvi. Erytrocyty se
pocitaji ve 20 obdélnicich stejnomérné rozmisténych po celé miizce pocitaci komurky
(obr. 10). Zpravidla se pocita pfi zvétdeni 200x. Pfi vlastnim stanoveni se postupuje tak,
Ze se pocitaji vsechny erytrocyty, které jsou uvniti obdélnikd, aniz se dotykaji nékteré
z jejich stran. Z erytrocytd, které se dotykaji stran, se pocitaji jen ty, které se dotykaji
pravé a horni strany, a to uvniti i vné (obr. 11). Celkové napocitané mnozstvi erytrocytd
se vydéli ¢islem 100 a vysledny pocet je mnozstvi erytrocytl v T.I"' (T-tera = 10'?). Stano-
veni poctu erytrocytll klasickou pocitaci metodou je mozno provadét jesté i po 24ho-
dinovém ulozeni heparinizované krve pfi teploté do 4 °C.

Obr. 10. Ndrys miizky Biirkerovy komdirky. Pocet erytrocytt se stanovuje ve 20 tmavé vyznacenych obdél-
nicich stejnomérné rozmisténych po celé mtiZce (Svobodovd a kol., 1986).
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N Tt
il
]

i
N
I

1
:l
]

I

I

I

1
I
T—1r

Obr. 11. Zpiisob pocitdni erytrocytd: tmavé jsou oznaceny erytrocyty, které se pocitaji (Svobodovd a kol,
1986).

Stanoveni poctu erytrocytll Ize provadét také v heparinizované krvi fredéné rozto-
kem Natt-Herrick v poméru 1 : 200. Postup je stejny jako pfi pouziti Hayemova roztoku,
slozeni roztoku Natt-Herrick je uvedeno v kapitole 2.5.1. Pocet leukocyt(.

Pocet erytrocytll u zdravého kapra obecného se pohybuje v rozmezi 1,1-1,8 TI,
u pstruha duhového v rozmezi 0,80-1,50 T.I" krve.

2.4.3. Hemoglobin

Vlastnim zprostfedkovatelem prenosu krevnich plynd je hemoglobin. Svoji zaklad-
ni strukturou je obdobny cervenému krevnimu barvivu savcd. Oproti savéimu hemo-
globinu se vyznacuje vétsi afinitou ke kysliku.

2.4.4, Stanoveni mnozstvi hemoglobinu (Hb)

Ke stanoveni mnozstvi hemoglobinu v krvi ryb je pouzivana fotometricka kyano-
hemoglobinova (hemiglobinkyanidovd) metoda. Princip metody spociva v tom, Ze po-
moci transformacniho roztoku se hemoglobin uvolni z erytrocytli a prevede se na staly
kyanohemoglobin (hemiglobinkyanid), ktery se stanovi fotometricky.
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Jako transformacni roztok Ize pouZit roztok podle van Kampena a Zijlstra:

ferrikyanid draselny K [Fe(CN),] 0,209
kyanid draselny KCN 0,059
dihydrofosforecnan draselny KH,PO, 0,149
destilovand voda ad 1000ml

Jako transformacni roztok Ize pouZzit také roztok podle Drabkina:

ferrikyanid draselny K. [Fe(CN),] 0,209
kyanid draselny KCN 0,059
hydrogenuhli¢itan sodny NaHCO, 1,09
destilovand voda ad 1000ml

Vzhledem k piitomnosti kyanidu draselného jsou oba transformacni roztoky jedo-
vaté. Uchovdvaji se v tmavé reagencni lahvi v chladnicce a jsou stalé po dobu 3-4 tyd-
nd. Zmrznutim se transformacni roztoky znehodnoti.

Pfi vlastni analyze krve na stanoveni mnozstvi hemoglobinu se do zkumavky od-
méfi 7 ml (popfipadé 5ml) jednoho z transformacnich roztokd, automatickou pipetou
se pfida 25 pl (popt. 20 pl) Cerstvé odebrané nebo heparinizované krve a obsah zku-
mavky se ihned promicha. Vysetieni heparinizované krve ryb na mnozstvi hemoglobi-
nu musi byt provedeno nejpozdéji do 24 hodin po odbéru pfi ulozeni v teploté do 4 °C.
Pfi pouzivani transformacniho roztoku podle van Kampena a Zijlstra je pfeména hemo-
globinu na kyanohemoglobin rychl3, odecitani na fotokolorimetru je mozno provést
jiz po 3 minutach. Roztok podle Drabkina méni hemoglobin pomaleji, reakci je mozno
odecitat az po 15-20 minutach. Zbarveni kyanohemoglobinu je stdlé nejméné 24 ho-
din. Vlastni méfeni extinkce vzorku se provadi fotometricky v 1cm kyveté pfi vinové
délce 540-546 nm proti transformacnimu roztoku. Mnozstvi hemoglobinu se ur¢i z ka-
libra¢ni kiivky. Kalibra¢ni kiivka se pfipravi béznym zplsobem za pouziti kyanohemo-
globinového komercné pfipraveného standardu a transformacniho roztoku. Standard
Hb je nutno skladovat pfi teploté 2 az 10 °C a chrénit pfed zmrznutim. Koncentrace
kyanohemoglobinu je vyznacena na stitku.

V nékterych ptipadech neni roztok po pfidani krve do transformacniho roztoku
homogenni a dojde k vytvoreni shlukl jemnych vldken. Tyto Utvary Ize odstranit se-
dimentaci vldken nebo filtraci roztoku, pfipadné odsatim vlaken Pasteurovou pipetou.

Obsah hemoglobinu v krvi ryb se udava v g.I'" a u zdravych kaprii obecnych a pstru-
ha duhovych se obvykle pohybuje v rozmezi 60-100 g.I".
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2.4.5. Methemoglobin

Methemoglobin vznika oxidaci Fe?* v hemoglobinu na Fe**. Obsah methemoglobi-
nu v krvi ryb zavisi znacné na koncentraci dusitan(i ve vodé. Pii vyssich koncentracich
dusitan ve vodé muze podil methemoglobinu predstavovat az 80% z celkového
obsahu hemoglobinu. U ryb existuje velka individualni citlivost k oxidaci hemoglobinu
a variabilita aktivity methemoglobinreduktdzy. Napfiklad ve skupiné ryb vystavené
stejné koncentraci dusitand se mlze podil methemoglobinu pohybovat v rozmezi
20-50%.

2.4.6. Stanoveni methemoglobinu (MetHb)

Pro stanoveni relativniho obsahu methemoglobinu v krvi ryb je pouZivdna metoda,
ktera vyuziva absorpéniho maxima methemoglobinu pfi vinové délce 630 nm. Pfidav-
kem kyanidu draselného se methemoglobin pfeméni v kyanmethemoglobin, ktery
v této oblasti nema charakteristickou absorpci, takze pokles absorbance pfi 630 nm je
umeérny koncentraci methemoglobinu.

V jedné casti vzorku (A) se prevede veskery hemoglobin ferrikyanidem draselnym
na methemoglobin, ktery po pfidavku kyanidu draselného piejde na kyanmethemo-
globin.

V druhé ¢&asti vzorku (B) se prevede na kyanmethemoglobin pouze ten methemo-
globin, ktery byl plivodné ve vzorku pfitomen. Rozdil absorbanci vzorku (A) a (B) pfi
630 nm je pfimo umérny koncentraci methemoglobinu.

Pracovni postup:
Do 5ml destilované vody ve zkumavce se odméfi 0,2ml krve. Odstfedi se pfi

1 000G po dobu 10 minut, vodni hemolyzat se stahne polyethylenovou pipetou do za-
sobni zkumavky.
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Schéma postupu:

Zkumavka A B
Vodny hemolyzat 1,5 ml 1,5 ml
Fosfatovy pufr 1,5ml 1,5 ml
Roztok ferrikyanidu draselného 1 kapka -
Destilovana voda - 1 kapka

Zméfit absorbanci proti destilované vodé pfi 630 nm
Namérend absorbance: M, N,
Roztok kyanidu draselného 1 kapka 1 kapka
Po uplynuti 5 minut zméfit absorbanci proti destilované vodé pfi 630 nm

Namérena absorbance: M, N,

Vypocet:

(N,-N,).100

Methemoglobin [ %] M -M
1 2

Stanoveni je mozno uskutecnit do 48 hodin po odbéru krve.Vzorky je nutno ucho-
vavat pfi teploté 3 °C a bez pfistupu vzduchu.

Pracovni roztoky:

1) Fosfatovy pufr:

Kysely fosfore¢nan draselny (KH,PO,) 55729
Fosforecnan sodny (Na,HPO,) 3,5609g
Destilovana voda 500ml

2) Roztok ferrikyanidu draselného:
Ferrikyanid draselny (K,Fe(CN) ) 59
Destilovana voda 100 ml

3) Roztok kyanidu draselného:
Kyanid draselny (KCN) (Pozor, prudky jed!) 19
Destilovana voda 20ml

Stejné jako u stanoveni hemoglobinu se i u vodného hemolyzatu pfi stanoveni
methemoglobinu mohou vytvofit shluky jemnych vlaken. Tyto Utvary Ize odstranit se-
dimentaci, filtraci pfes filtracni papir, pfipadné odsatim Pasteurovou pipetou.
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Orienta¢né lze zvy$ené mnozstvi methemoglobinu zjistit podle zbarveni krve
kapnuté na filtra¢ni papir, ale pro srovnani je potieba mit k dispozici krev od kontrolni
ryby (obr. 12).

Obr. 12. Cervenohnédd barva krve s obsahem methemoglobinu vice nez 50% (vpravo) na filtracnim
papiru v porovndni's krvi kontrolni (vlevo) (foto L. Divisovd).

2.4.7. Hematokritova hodnota (PCV, Hk)

Hematokritova hodnota vyjadiuje pomér objemu erytrocytli k celkovému objemu
krve. Aby se tento objem mohl stanovit, je tfeba v pfislusném vzorku krve oddélit ery-
trocyty od plazmy tak, aby jako celek zaujaly svUj skutec¢ny objem. Toho Ize dosdhnout
dokonalym odstfedénim krve v heparinizovanych kapilarach. V ichtyohematologii se
pouzivaji ke stanoveni hematokritové hodnoty vylu¢né heparinizované kapilarky dlou-
hé 7,5cm. Cerstvé odebrana nestabilizovana nebo heparinizovana krev (maximalné
do 4 hodin po odbéru pfi ulozeni v teploté do 4 °C) se nasaje do kapilarek zhruba do 2/3
vysky a jeden konec se utésni pomoci modelovaci hmoty nebo sklenafského kitu tak,
aby mezi krvi a tésnici hmotou nezUstal vzduch. Kapilary se vlozi do hematokritové
odstredivky (pocet otacek 14 000 za minutu) a odstfeduji se po dobu 3 minut. Po od-
stfedéni se na hematokritovém méfidle pfimo odeditaji procenta hematokritu (obr. 13).
Zjisténa hodnota v % se vynasobi koeficientem 0,01 a vysledna hodnota PCV se udava
v jednotkach LI,

Stanoveni hematokritové hodnoty se pro svoji jednoduchost a presnost stalo
jednim ze zakladnich vysetfeni ¢ervené krevni slozky u ryb. Hodnoty hematokritu
se pohybuji u kapri zhruba v rozmezi 0,28-0,40 LI, u pstruht duhovych v rozmezi
0,30-0,45 LI
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Obr. 13. Odecitdni hodnoty hematokritu na hematokritovém meéridle (foto L. Divisovd).

2.4.8. Zakladni hodnoty erytrocytu a jejich vypocet

Stfedni objem erytrocytu (MCV)

Hodnotu stfedniho objemu erytrocytu je mozno vypocitat z hematokritové hod-
noty (PCV) udané v LI a poctu erytrocytt (Er) v T.I" podle nasledujiciho vzorce:

PCV- 1000
MCV=——F ——

Hodnota stfedniho objemu erytrocytu, udavana ve fentolitrech (fl) se pohybuje
u zdravych kaprd v rozmezi 200-300 fl, u zdravych pstruht duhovych v rozmezi 350-
400 fl.

Hemoglobin erytrocytu (MCH)

Hodnota hemoglobinu erytrocytu vyjadiuje primérnou koncentraci hemoglobinu
v jednotlivych erytrocytech a udava se v pikogramech — pg (10 g). Vypocita se z hod-
noty hemoglobinu v g.I" a z poctu erytrocytl (Er) v T.I"" podle nasledujiciho vzorce:

Hb

AACY{ZZAEF*
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Hodnotahemoglobinuerytrocytu se pohybuje uzdravych kaprivrozmezi50-60 pg,
u zdravych pstruht duhovych v rozmezi 65-75 pg.

Stfedni barevna koncentrace (MCHC)

Stfedni barevna koncentrace vyjadfuje koncentraci hemoglobinu v objemové jed-
notce erytrocytl. Vypocitd se z hodnoty hemoglobinu (Hb) v g.I" a z hematokritové
hodnoty (PCV) udané v LI podle nasledujiciho vzorce:

Hb

MCHC = 5ev 1000

Hodnota stfedni barevné koncentrace se pohybuje u zdravych kaprG obecnych
v rozmezi 0,20-0,26 LI, u zdravych pstruht duhovych v rozmezi 0,17-0,20 LI".

2.5. Stanoveni ukazatelu bilého krevniho obrazu

2.5.1. Pocet leukocytii (Leuko)

Stanoveni poctu leukocytld u ryb se provadi v heparinizované krvi fedéné roztokem
Natt-Herrick v poméru 1 : 200.

Priprava a slozeni roztoku Natt-Herrick:

Chlorid sodny (NaCl) 3,889
Siran sodny (Na,SO,) 2,509
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPO ) 1,749
Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PO,) 0,259
Formaldehyd 37% 7,5ml
Methylova violet 2B 01g

Doplnit destilovanou vodou do objemu 1 litr, nechat ustat 24 hodin a prefiltrovat
pres filtra¢ni papir.

K fedéni krve se pouzivaji specialni sklenéné banicky nebo penicilinové lahvic-
ky o objemu 15-25ml. Do fedicich nddobek se napipetuje 4 975 pl roztoku Natt-
Herrick a potom se pfida mikropipetou 25 ul heparinizované krve. Spi¢ka mikropipety
se opétovnym nasatim a vypusténim roztoku nékolikrat proplachne, aby doslo k doko-
nalému vymyti krve. Nddobka se uzavie gumovou zatkou a jeji obsah se promichava
krouzivym pohybem 2-3 minuty. Pro lepsi rozliseni malych lymfocytd od trombocytd
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je potieba nechat barvit krvinky v roztoku 10-15 minut. Poté se opatrnym nasavanim
a vypousténim Pasteurovou pipetou roztok znovu promiché a Biirkerova komrka (he-
mocytometr) se naplni nafedénou krvi. Leukocyty se pocitaji ve 100 velkych &tvercich.
Zpravidla se pocita pfi zvétseni 200x. Pfi pocitani se postupuje tak, Ze se pocitaji véech-
ny leukocyty, které jsou uvniti velkych ctvercl. Z leukocyt(, které se dotykaji stran, se
pocitaji jen ty, které se dotykaji pravé a horni strany uvnitf nebo vné (obr. 11). Celkové
napocitané mnozstvi leukocytl ve 100 velkych ¢tvercich se déli dvéma a vysledkem je
pocet leukocytl udavany v G.I" (G-giga = 10°). Stanoveni poctu leukocytl je vhodné
provadét bezprostifedné po odbéru krve.

Vyhodou fedéni roztokem Natt-Herrick je to, Ze po nafedéni krve v tomto roztoku
Ize pocitat Cervené i bilé krvinky. Je potfeba viak zohlednit to, Ze nejprve se musi spoci-
tat Cervené krvinky, které rychleji hemolyzuji, nasledné se mohou pocitat bilé krvinky.

Pocet leukocytli u ryb je duilezitym diagnostickym ukazatelem zejména pfi infekc-
nich onemocnénich. Varia¢ni rozpéti hodnot je velmi Siroké, u kapra se pohybuje v roz-
mezi 10-80 G.I" a u pstruha duhového 10-60 G.I".

2.5.2. Leukokritova hodnota (Lk, BC)

Leukokritova hodnota vyjadiuje objem leukocytd k celkovému objemu krve. Sta-
novenileukokritové hodnoty se provadi v heparinizovanych mikrokapildrach souc¢asné
se stanovenim hematokritu. Leukokritovd hodnota je stanovovana jako podil Sedobilé
vrstvy leukocytll z celkového krevniho sloupce. Cely sloupec krve v mikrokapilare se
méfi pravitkem nebo posuvnym méritkem. Vyska vrstvy leukocytl se méfi pod mik-
roskopem s pouzitim okuldrového mikrometru pfi 60nasobném zvétseni. Namérené
hodnoty musi byt ve stejnych jednotkach — napf. mm. Vyslednd hodnota je v jednot-
kach LI

Podobné jako stanoveni hematokritu, tak i stanoveni leukokritu je nutno provést
do 4 hodin po odbéru a uloZeni heparinizované krve pfi teploté do 4 °C.

Metodika stanoveni leukokritové hodnoty byla zatim rozpracovana pouze u kaprd,
u kterych byl zjistén statisticky vysoce vyznamny vztah mezi po¢tem leukocytt a leuko-
kritovou hodnotou. Hodnoty leukokritu u kaprG se pohybuji v rozmezi 0,002-0,01 LI
Metoda stanoveni leukokritové hodnoty je velmi jednoduchg, rychld, neni zatizena
subjektivni chybou a je vhodna pro sériova vysetieni. Pfi posuzovani leukocytarni sloz-
ky krve pomoci leukokritové hodnoty je vhodné, aby tato hodnota byla doplnéna dife-
rencialnim rozpoc¢tem leukocytl (leukogramem).
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2.5.3. Diferencialni rozpocet leukocytii (leukogram)

Leukocyty se rozdéluji na agranulocyty a granulocyty. Zakladnim rozliSovacim zna-
kem je absence nebo piitomnost riizné se barvicich granul v cytoplazmé téchto bunék.
Mezi agranulocyty patii lymfocyty a monocyty, jejichz cytoplazma neobsahuje zadnou
granulaci, vyjma ojedinélych azurovych zrn, jez se mohou vyskytovat u ¢asti téchto
leukocytl. Do skupiny granulocytd patii leukocyty, v jejichz cytoplazmé se vyskytuje
zpravidla zna¢né mnozstvi jemnych nebo hrubSich granul, kterd se vzdjemné rozliduji
barvitelnosti, tj. schopnosti prijimat bud' bazicka, kysela nebo oboji barviva. Podle bar-
vitelnosti téchto granuli se rozlisuji granulocyty na bazofilni, eozinofilni a neutrofilni.
Kromé cytoplazmy je dals$im diferencia¢nim znakem jadro téchto bunék. Zakladnim
rozliSovacim znakem je tvar jadra, jeho velikost a vnitini struktura. Velka a celistva
jadra jsou typicka pro agranulocyty, jadra granulocytd jsou vseobecné mensi, maji
zpravidla protahly tvar a nejednou jsou ¢lenéna na useky, segmenty spojené tenkym
prouzkem jaderného chromatinu. Z hlediska vnitini struktury a hutnosti jadra jsou na
prvém misté lymfocyty, které obsahuji hustou, jemnou sit jaderné hmoty, jadra jsou
kompaktni a hutna, cemuz odpovida i silny stupert modrofialového bazického odstinu.
Naproti tomu jadra granulocytl se zpravidla vyznacuji slabsim bazickym odstinem.

Vztdhneme-li shora uvedené diferenciacni znaky cytoplazmatické, jadrové, veli-
kostni i strukturadlni na poméry v krvi ryb, mizeme charakterizovat vétsinu leukocytl
ryb nasledujicimi parametry:

Lymfocyty

Jadro je vzdy pomérné velké, kulovité, hutné, syté bazofilni, ma bohaty obsah chro-
matinu sto¢eného v karyoplazmé v hustou splet vlaken a uzld zplisobujicich, ze struk-
tura jadra je zjevné hrudkovitd, pachychromaticka. Cytoplazma je blankytné modra,
bez granuli nebo s ojedinélymi azurovymi zrny, obepina bud'z¢asti nebo celé jadro jako
souvisly lem, ¢asto jenom uzky, nékdy tvofici vybézky nebo nahlouc¢eni cytoplazmy
na nékteré ¢asti obvodu jadra (obr. 14). U ¢asti lymfocytl cytoplazmaticky obal zcela
chybi, takové lymfocyty oznacujeme jako nahojaderné (zpravidla ¢ast malych lymfocy-
tQ). Lymfocyty délime na malé (cca 90 % vsech lymfocytd) a velké s velkymi zpravidla
lehce fidsimi jadry a velkym souvislym cytoplazmatickym lemem. Velikost lymfocyt(
se pohybuje mezi 7 az 9 pm. Pocet lymfocytl kolisa u kapra mezi 76 az 97,5% viech
leukocytd.

Lymfocytarni vyvojova fada
Kmenovymi burikami této fady jsou lymfoblasty. Jsou to pomérné velké lymfocyty

o priméru 10 az 15 um, okrouhlého tvaru. Velké je zejména bazofilné se barvici jadro
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se zietelnymi hrudkami chromatinu a zfetelnymi jadérky. Cytoplazma je bazofilni a ma
vlaknitou strukturu bez jakychkoli zrn. Prolymfocyty maji jadérka v optickém mikro-
skopu jiz neviditelnd. Cytoplazma nabyva charakteristického lymfocytového vzhledu
a Casto tvofi jenom Uzky lem okolo jadra. Celd burika se zmen3uje, pficemz zhutnéni
karyoplazmy i cytoplazmy je shodné.

- S N e
b s
® ° e
S - K J
=20 O .

Obr. 14. Maly lymfocyt (oznacen sipkou) (kapr obecny) (foto H. Modrd).

Monocyty

Monocyty se fadi mezi nejvétsi bunééné elementy krve ryb. Dosahuji velikosti 15
az 18 um a vzacné i vice. Jsou nejcastéji kulovitého az ovalného tvaru. Jadro, jehoz
chromatinova struktura je obvykle fidsi nez u lymfocytd, je utvareno ve formé sité s vy-
raznymi uzly a byva umisténo excentricky. Cytoplazma je bfidlicové sedé barvy, ¢asto
vakuolizovand s nepravidelnymi okraji. Jeji mnozstvi je zpravidla vétsi nez u lymfocytd.
Vyskytuji se v ni casto jemnd azurofilni zrna nafialovélé barvy, ktera jsou rozptylend
po bunce (obr. 15). Procentické zastoupeni monocytd napf. v leukogramu kapra se
pohybuje mezi 3 az 5%. Pfesto, Ze tyto bunky jsou pomérné zna¢né tvarové variabil-
ni, jejich spolehlivé rozpoznani necini ani zacate¢niku zadné zvlastni potize. Zminéna
tvarova variabilita monocytd bezpochyby souvisi s jejich funkénimi vlastnostmi, tj. po-
hyblivosti a makrofagii, specializovanou na intracelularni trdveni hrubsich ¢astic cizo-
rodé hmoty a odstrariovani vysokomolekularnich koloidnich ¢astic z krevniho obéhu.
Monocyty jsou schopny pohlcovat prestarlé nebo poskozené erytrocyty a rozkladat
jejich uvolnény hemoglobin na bilirubin. Vyznamny podil maji také na syntéze lipidd,
proteint a v neposledni fadé na tvorbé protilatek.
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Obr. 15. Monocyt (oznacen krdtkou Sipkou) a trombocyty (oznaceny dlouhymi sipkami) (kapr obecny)
(foto: H. Modrd).

Monocytarni vyvojova fada

Matefskou bunkou této fady je monoblast, dosahujici velikosti 14 az 18 pm a ma-
jici jadro s vlaknitou strukturou. Cytoplazma, jiz je pomérné malo, je vyrazné bazofilni.
Vlyzravanim monoblastu vznikd promonocyt. Je vétsi a méfi jiz kolem 20 um. Jadro
nabyva tvaru ledvinovitého a ma jemné vldknitou strukturu chromatinu.V Sedomodré
cytoplazmé se objevuji jemnd azurofilni zrna, jemnéjsi nez u lymfocytd. Jejich typicka
lokalizace je v mistech, kde se na jadru nachazi prohluben. Obrysy cytoplazmy jsou
neostré a nepravidelné jako u vétsiny monocytd.

Neutrofilni granulocyty

Do této bunécné kategorie zafazujeme celou fadu vyvojovych stadii téchto bu-
nék. Jejich spole¢nym znakem je ptitomnost rizného mnozstvi granul, kterad bud zce-
la, nebo jenom ¢aste¢né a na rizném stupni denzity vypliuji cytoplazmaticky prostor
kolem jadra, jehoz tvarové usporadani odpovida vyvojovému stupni téchto leukocytd.
Neutrofilni granulocyty s jaddrem okrouhlym, zpravidla mirné excentricky ulozenym
oznacujeme jako neutrofilni myelocyty, s jddrem ledvinovitého tvaru jako neutrofilni
metamyelocyty, s tyckovitym jadrem jako neutrofilni ty¢ky a kone¢né s jadrem clené-
nym do dvou a vice segmentt jako neutrofilni granulocyty se segmentovanym jadrem
(neutrofilni segmenty) (obr. 16-17). Velikost neutrofilnich granulocytl kolisd mezi 5 az
10 um a jejich procentické zastoupeni mezi leukocyty kolisa u kostnatych ryb v rozmezi
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od 2 do 10%. U chrupavcitych ryb je jejich zastoupeni ponékud vyssi (20-25 %). Jejich
zmnozeni zpravidla Uzce souvisi s reakci krvetvorby ryb na rGizné patogeny.

Obr. 16. Metamyelocyt (oznacen dlouhou sipkou) a lymfocyty (oznaceny krditkymi sipkami) (kapr obec-
ny) (foto H: Modrd).

Obr. 17. Neutrofilni granulocyty — tycka (oznacena krdtkou sipkou) a segment (oznacen dlouhou ipkou)
(kapr obecny) (foto H. Modrd).
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Eozinofilni granulocyty

Jsou to buriky, jejichZ velikost se pohybuje od 8 do 12 pm, velikostné jsou sta-
biln&jsi nez predeslé granulocyty. Jejich tvar je vétsinou okrouhly, jadro Fidsi a méné
barvitelné, zpravidla nevyrazné bazofilni, cytoplazma je vétsinou acidofilni, barvi se
slabé rGzové, ale zpravidla neni v optickém mikroskopu témér viibec vidét, nebot je
prekryta velkym mnozstvim hrubych kulovitych eozinofilnich, tedy cihlové cervené se
barvicich granul, kterd nejednou prekryvaiji i ¢asti malo segmentovaného (2 seg.) jadra.
Tato granula spolu s chudym a excentricky vytla¢enym jddrem jsou charakteristickym
znakem této bunécné kategorie a pro vyrazné barevné odliseni sprdvné zatfidéni
téchto bunék nedéla ani zacate¢nikiim zadné problémy. Procentické zastoupeni eo-
zinofilnich granulocyt( kolisa v krvi kostnatych ryb od 0 do 1%. U chrupavcitych ryb
je, podobné jako u neutrofilnich granulocytd, jejich zastoupeni ponékud vyssi (3—-5 %)
a jejich bunécnd jadra vykazuji rovnéz vétsi segmentaci (az 4 seg.) (obr. 18). Tyto leuko-
cyty maji v krvi ryb vyznamnou detoxika¢ni funkci nepochybné vlivem svych granul,
jez obsahuji histamin.

"” .
Obr. 18. Fozinofini granulocyt (jeseter sibifsky) (foto M. Palikovd).
Bazofilni granulocyty
Jsou posledni buné¢nou kategorii granulocytarni fady. Maji zpravidla okrouhly

tvar, dosahuijici velikosti kolem 10 um. Bazofilni fidké excentricky ulozené jadro i cy-
toplazma jsou z¢asti nebo zcela prekryty ¢etnymi, pomérné nestejné velkymi granuly
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purpurové az modrocerné barvy. Jejich procentické zastoupeni v krvi ryb se pohybuje
od 0do 0,5 %.

Granulocytarni fada

Kmenovou bunkou této fady je myeloblast. Dosahuje velikosti od 8 do 14 um,
vétsinu bunky vyplnuje kruhovité jadro s jemnou a husté sitovitou strukturou. Cyto-
plazma, zatim jesté bez granul, tvofi zpravidla souvisly Uzky lem kolem jadra a je sil-
né bazofilni. Dalsim vyvojovym stupném je promyelocyt a myelocyt lisici se od svého
prekurzoru jednak napadnou velikosti (25 az 28 um), hrubsi strukturou jadra, velkym
lemem cytoplazmy a zejména pFitomnosti granul. Cytoplazma je stéle jesté vyrazné
bazofilni, ale u myelocytl se jiz projasnuje zonami acidofilniho charakteru. Tato aci-
dofilie cytoplazmy se zpravidla $ifi z perinuklearnich okrsk( do periferie bunky, proto
nevyzraly myelocyt ma periferni ¢ast cytoplazmy jesté bazofilni. Dal$im projevem zrani
myelocytll je postupné zmensovani, hutnéni jadra, které zaujima postupné excentric-
kou polohu v burice. Postupnym vyzravanim myelocytd vznikaji metamyelocyty, ,ty¢-
ky” a,segmenty”.

2.5.4. Stanoveni leukogramu

Postup pfi stanoveni leukogramu krve ryb je nasledujici: zdkladem je zhotoveni
krevniho natéru, ktery je pfipravovan z nativni krve bezprostfedné po jejim odbéru.
Vlastni krevni ndtér se provadi tak, Ze kapka krve velikosti barevné Spendlikové hlavi¢-
ky se prenese na jeden okraj suchého, Cistého a bunicitou vatou otfeného podlozniho
sklicka, které je urceno pro krevni natéry. Kapku Ize vytvofit pomoci sklenéné tycin-
ky nebo mikropipety. Druhé, roztérové sklicko, se polozi do 45° uhlu pfed kapku krve
tak, Ze se po dotyku s kapkou krev rozlije po celé délce hrany pfilozeného roztérového
sklicka. Takto pfilozenym sklickem se zhotovi natér rovnhomérnym a lehkym pohybem
smérem k opa¢nému konci podlozniho sklicka (obr. 19). Sila (denzita) krevniho naté-
ru se fidi rychlosti tohoto ukonu. Pro Gcely stanoveni leukogramu je potieba pfipravit
krevni natér nizké denzity, ktery po zaschnuti ve velké ploSe opaleskuje (,zlata zéna”“).
Takovy krevni natér se pfipravi pomalym souvislym roztazenim krevni kapky na pod-
loznim skli¢ku. Zhotoveny krevni natér musi mit rovné okraje a pfechazet do,ztracena”
alespon 1-2cm pred druhym koncem podlozniho skli¢ka, pficemz utvofi obvykle né-
kolik cipC (obr. 20).
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Obr. 19. Zhotoveni krevniho ndtéru (Svobodovd a kol, 1986).

Obr. 20. Schéma sprdvného krevniho ndtéru a zptisob jeho prohlizeni (Svobodovd a kol, 1986).

Pouzité roztérové sklicko musi mit rovné, zabrousené hrany, aby se v natéru ne-
vytvofily nerovnomérné plochy a ryhy a aby nedoslo k poskozeni krvinek. Roztérové
sklicko ma sefiznuté rohy, aby zhotoveny krevni natér nedosahoval okraji podlozniho
sklicka.

Zhotovené krevni natéry se po zaschnuti na vzduchu oznaci obycejnou tuzkou,
a to piimo do krevniho néatéru na jeho pravé a zpravidla denzitnéjsi strané. Vyhodnéj-
$i je pouziti podloznich sklicek s matovanym okrajem, na kterém se natér oznacuje.
Pfi zasychani natérd je potieba je chranit pred prachem a dalSim znecisténim (pozor
na hmyz, pro ktery jsou krevni natéry velmi ladkavé). Barveni krevnich natérd krve ryb
je nutno, na rozdil od krve savcd, provadét s ohledem na zna¢né aktivni povrch bunék
co nejdfive po zhotoveni.

Pro panoptické barveni krevnich natérd za ic¢elem stanoveni leukogramu se pouzi-
va Pappenheimova barvici metoda, jejiz postup je nasledujici:

1) Krevni natér se prevrstvi zredénym roztokem barviva May-Griinwald. Barvivo
se nanasi sklenénou pipetou ur¢enou pouze pro tento Ucel. Barvivo se necha
pUsobit 3 minuty. (V této fazi dochazi k fixaci bunék alkoholem barvici smési).

2) Na May-Griinvaldovo barvivo se nakape cca 25 kapek pufrované destilované
vody (pH by mélo byt v rozmezi 6,8-7,0). Voda se za vzniku vird smisi s alko-
holem, a tim se vytvoii vodny roztok, ktery ma barvici schopnost. Doba barvici
faze je 2 minuty.
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3) Roztok z natérd se slije a sklicka s natéry se ihned prevrstvi zredénym roztokem
barviva Giemsa-Romanowski. Roztok barviva Giemsa-Romanowski se fedi pu-
frovanou desilovanou vodou v poméru 1:9 - 1 : 40. Redéni a dobu barveni je
nutno predem odzkouset. Doba této faze barveni je obvykle 20 minut. Timto
barvivem se barvi pfedevsim jadra bunék.

4) Barvivo z natéra se slije, natéry se oplachnou proudem vody a nechaji se
uschnout v kolmé nebo 3ikmé poloze na vzduchu.

Pro barveni krevnich natérd se maze vyuzit i zjednodusena metoda:

1) Nétéry se fixuji metanolem po dobu 5 minut. (Pfed dals$i manipulaci musi naté-
ry uschnout. Po této fixaci Ize provést barvenii s casovym odstupem.)

2) Natéry se prekryji ztedénym roztokem barviva May-Griinwald (v poméru 1: 1)
na dobu 4 minut.

3) Barvivo se slije a natéry se prevrstvi barvivem Giemsa-Romanowski (nafedé-
nym 1 : 9 pufrovanou vodou) na dobu 15 minut.

4) Barvivo z natéra se slije, natéry se oplachnou proudem vody a nechaji se
uschnout v kolmé nebo Sikmé poloze na vzduchu.

Pro pufrovani destilované vody se pouzivaji dva pufry: KH,PO, (9,078g v 1 litru
destilované vody) a Na,HPO, . 12 H,0 (23,876 v 1 litru destilované vody). Pufry se smi-
chaji v poméru 2 : 3 (KH,PO,: Na,HPO, . 12 H,0). Vysledné pH by mélo byt v rozme-
zi 6,8-7,0, ke snizeni pH se muze pouzit 0,2 M roztok HCl (0,2M HCI: 17,6 ml 35% HCI
do 1 litru destil. vody).

Pro kazdou sadu vzorku krve je potieba odzkouset pomér fedéni barviva Giemsa-
Romanowski a dobu barveni. Pokud jsou obarvend jadra nebo cytoplazma pfilis tmava,
je potreba zkrétit dobu barveni.

K barveni |ze pouzit také komer¢ni barvici sady. Tyto metody jsou jednodussi
a rychlejsi, jsou ale finan¢né naro¢néjsi a pfi jejich vyuziti nelze nikdy dosahnout Uplné
optimalniho obarveni bunék, protoze je nelze pfilis modifikovat.

Po zaschnuti panopticky obarvenych krevnich natéra se provadi jejich mikrosko-
picka analyza. Prohlizi se v olejové imerzi pfi zvétSeni nejlépe 1 000x az 1 500x pfi
silngjsim osvétleni. Nejprve je nutno posoudit celkovy charakter bunék jak cervené,
tak bilé rady, veetné desticek, tj. jejich velikost, barvitelnost, pfipadné pfimési jako
parazité, bunécny rozpad a dalsi. Poté se pfistoupi k zhotoveni leukogramu. Preparat se
zastavi bud'na hornim, nebo dolnim okraji v rozsahu opaleskujici zony a kiizovym stol-
kem se posouva meandrovitym postupem pod objektiv mikroskopu (obr. 20) a pfi tom
se tfidi nalezené leukocyty a eviduji se jejich nalezy do vhodné tabulky nebo pomoci
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digitalniho pocitace. Po zatiidéni 200. bunky se stanovi procentické zastoupeni jednot-
livych druhd leukocytt. Disponujeme-li i pfesnymi Udaji o celkovém poctu leukocytd,
muZzeme pomoci Udajl leukogramu snadno ziskat cenné informace také o absolutnich
poctech jednotlivych druht leukocyt.

2.6. Zkraceny hematologicky kondi¢ni test (ZHKT) ryb a jeho provedeni

Podstatou ZHKT jsou exaktné stanovené udaje o vybranych zékladnich hemato-
logickych ukazatelich, tj. mnozstvi hemoglobinu (Hb), hematokritova a leukokritova
hodnota krve (Hk, Lk), sttedni barevna koncentrace (MCHC) a celkové mnozstvi plaz-
matickych proteinl (TP). Tyto ukazatele vzajemné kladné koreluji a jejich vyhodnoce-
nim lze ziskat objektivni obraz o hlavnich metabolickych faktorech a tim i funk¢nich
vlastnostech vysetfované ryby.

Vlastni pracovni postup spociva v tom, ze ze dvou kapek krve na hodinovém
sklicku se nasaje krev do heparinizované mikrokapilary pro stanoveni hematokritu
a leukokritu. Po odecteni hematokritu a leukokritu se odlomi kapilara nad sloupcem
krevnich bunék a z kapilary se odkdpne krevni plazma pro refraktometrické stanoveni
celkovych proteint zaloZzené na méreni indexu lomu. Pro toto stanoveni se osvédcilo
pouziti Abbeova refraktometru. Z krve na hodinovém sklicku se déle napipetuje krev
pro stanoveni hemoglobinu. Stanoveni shora uvedenych hematologickych ukazate-
10 je popsano v prislusnych predchazejicich kapitolach. Pfi odbéru krve a stabilizaci
krevniho vzorku, jakoz i po odstfedéni mikrohematokritovych kapildr je nutno si také
peclivé viimat pfipadnych vizuédlnich abnormit v zabarveni krevniho vzorku (anemie),
jeho viskozité (hydremie), ndpadné zrychlené hemostaze, jakoz i zmén v odstinu krevni
plazmy po odstiedéni, zvlasté pripadné hemolyzy a jejiho stupné (+ az +++). Koncen-
trace celkovych protein( se u kapra pohybuje v rozmezi 20-40 g.I"". Soucasné s timto
hematologickym vysetfenim se provadi také potfebnd biometrickd stanoveni u ryb
a poté i obvykla veterinarni prohlidka. Pokud to mnozstvi odebrané krve dovoli, je
vhodné ZHKT doplnit krevnim natérem pro nasledné odecteni leukogramu.
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3.SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU“

Od vydani prvni metodiky hematologického vysetiovani ryb uplynulo jiz 26 let,
v pribéhu kterych autofi nashromézdili fadu novych zkusenosti, o které je nova me-
todika obohacena. Nova metodika je rovnéz rozsitena o vyznamné mnozstvi ndzorné
fotodokumentace metod odbér( krve, k lepsimu urceni jednotlivych typl leukocytl
poslouzi fotografie krevnich natér.

4.POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je ur¢ena pro veterinarnilékare pracujici v oblasti rybérstvi a akvakultury,
pro rybaiské specialisty hodnotici kondicni stav ryb a pro védecké pracovniky, ktefi
sleduji vliv rGznych faktor(i na zdravotni stav ryb.

Metodika rozsifuje moznosti vysetreni zdravotniho stavu ryb také na recirkula¢nich
systémech, zejména pokud jde o kontrolu stavu ucinnosti biologickych filtr(i, na kte-
rych dochéazi k odbouravani odpadnich latek dusikatého metabolismu ryb.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Zkvalitnéni pfistrojového vybaveni laboratofi umozriuje oproti dfivéjsku mnohem
sirsi vyuziti hematologického vysetieni krve ryb. Ekonomicky pfinos metodiky vycha-
zi z predpokladu v¢asné diagnostiky poskozeni ryb dusitany. Vyuzivani predlozeného
metodického postupu, zejména preventivniho stanovovani methemoglobinu v krvi
ryb, mlze vyznamné pfispét k zefektivnéni a zkvalitnéni diagnostiky pficin poskozeni
a uhynu ryb na recirkula¢nich systémech. Pfedpoklddéme, Ze zavedenim téchto pre-
ventivnich opatfeni dojde ke snizeni ztrat o 2-3%, coz bude predstavovat napiiklad
pro podnik s produkci 30 tun lososovitych ryb finan¢ni ¢astku ve vysi 60 000 az 90 000
K¢ ro¢né.
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