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1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je pfedlozit postup pro stanoveni a vyhodnoceni biochemického
profilu periferni krve ryb s vyuzitim soucasnych poznatkl a zkusenosti.

2.VLASTNIi POPIS METODIKY

Metodika popisuje stanoveni hodnot biochemického profilu krve ryb a predklada
uzivateli soubor dat ziskany v rdmci testovani ucinkd vybranych latek na ryby. Meto-
dika poskytuje zakladni informace, které jsou zapotiebi pro spravnou interpretaci vy-
sledkii ziskanych pti hodnoceni zdravotniho stavu ryb v terénnich pitipadech.

2.1.0voD

Ma-li veterinarni Iékaf spravné posoudit stav vysetfovanych ryb, potiebuje k tomu
co nejvice informaci. Tyto ziskava z rGznych zdrojG: (a) z anamnézy, (b) z vysetieni ak-
tualniho zdravotniho stavu, (c) z laboratorniho vysetteni (biochemického, hematolo-
gického, mikrobiologického, imunologického, cytologického, histologického apod.)
(Masopust, 2000). V dnesni dobé je biochemické vysetieni krve neodmyslitelnou
soucasti komplexniho vysetfeni zdravotniho stavu ryb. Bez tohoto vy3etieni se v sou-
Casnosti neobejde zadny ichtyopatolog (McDonald a Milligan, 1992; Stoskopf, 1993;
Siwicki a kol., 1993; Bahmani a kol., 2001; Doubek a kol., 2003; Wagner a Congleton,
2004; Hawkins a Mawdesley, 2006). Biochemicky profil krve podava zakladniinformace
o vnitfnim stavu organismu ryb (Masopust, 2000; Anver Celik, 2004; Wagner a Congle-
ton, 2004; Thrall, 2004; Pimpao a kol., 2007).

Biochemické a hematologické vysetieni poskytuje v ramci vech laboratornich vy-
Setfeni 60-70 % informaci o vysetiovanych rybach (Svobodova a kol., 1991; Masopust,
2000). Tento vyznam biochemického vy3etieni je dén tim, Ze:

- informuje o metabolickych funkcich, jejichz postizeni je podkladem vétsiny
chorob,

« masiroky rozsah (velké spektrum rGznych testd) a dostate¢nou specifitu a cit-
livost,

- je kvantifikovatelné (vyjadritelné cislicemi),

« jerelativné snadno dostupné (staci odebrat vzorek krve),

- pfilis nezatézuje vysetfované ryby.

Aktudlni vnitini stav organismu ryby je na rozdil od savcli ovlivnén poikilotermii.
Na aktudlni vnitini stav organismu ryby plsobi exogenni faktory (teplota vody, kon-
centrace O,, sezénni cykly v pFirodé, diurnalni rytmus, nutri¢ni podminky atd.) a také
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faktory endogenni (druh ryby, chovna linie, vék, pohlavi, reprodukéni cyklus, kondi-
ce, zdravotni stav) (Burtis a Ashwood, 1996; Topic Popovic a kol., 2001; Al-Salahy, 2002;
Sala-Rabanal a kol., 2003; Rehulka a kol., 2004). Tyto faktory vyvolavaji ve srovnani
s homoiotermnimi zivo¢ichy mnohem vy3si variabilitu jednotlivych biochemickych
parametrd (Sandstrom, 1989; Hille, 1982; Cambell a Murra, 1990; Kirkovd, 1990; Audet
a Claireaux, 1992; Allen, 1993; Folmar, 1993; Martinez, 1994; Luskova, 1996; Svobodova
a kol., 2005). Tato specifika ryb maji své teoretické dopady, napfiklad pfi studiu a vy-
mezeni referencnich intervald biochemickych ukazatelG. Proto studium vlivu latek
vyskytujicich se ve vodnim prostfedi na biochemické parametry ryb je nutno prova-
dét v experimentalnich podminkach (LeBreton a kol., 2004). Zmény parametrl jsou
ziskavany porovnavanim hodnot kontrolnich a pokusnych ryb drzenych za identickych
podminek. Protoze variabilita hodnot biochemickych a hematologickych ukazateld
u ryb je velmi vysoka, nelze vSechny zmény v terénnich podminkach pfesné definovat
(McDonald a Milligan, 1992; Folmar, 1993; Soimasuo a kol., 1995; Kang a kol., 1999, 2003;
Harikrishnan a kol., 2003).

Biochemické vysetreni plazmy je vyznamnym pomocnikem pfi hodnoceni vysledkd
akutnich a chronickych testl toxicity, ale i zdravotniho stavu ryb (Gallardo a kol., 2003;
Ballarin a kol., 2004).

2.2. ODBER KRVE RYB

Odbér krve pro biochemickd i hematologickd sledovani se provadi nejlépe ihned
po vyloveni ryb z prostredi, ve kterém jsou chovany, nebo z nadrze, ve které byly pre-
praveny k vysetieni. Pro zdarny priibéh stanoveni biochemickych parametri je nutné
minimalizovat stres ryb a zabranit hemolyze krve. Zakladnim kritériem pro volbu od-
bérové metody jsou velikostni poméry ryb, ndroky na mnozstvi odebirané krve a ze-
jména dalsi osud vysetfovanych ryb. Pro ryby je charakteristickym znakem relativné
malé celkové mnozstvi krve, jez se u ryb rliznych druh(i pohybuje mezi 1-2% celkové
hmotnosti téla. Také tato skute¢nost ma své dopady v postupech biochemického i he-
matologického vysetieni krve ryb, preferujici Setrné a tsporné mikrometody (Doubek
a kol., 2003). Pozadavkem Zakona na ochranu zvifat proti tyrani (¢. 246/1992 Sb. ve zné-
ni pozdéjsich predpisl) je také zabranéni nesetrné manipulaci a ndslednému mecha-
nickému poskozeni ryb, které je nutné dodrzovat pfi odbéru krve.

Celkovéa biochemickd analyza na autory pouzivaném biochemickém analyzatoru
(VETTEST 8008) vyzaduje pouze maly objem krve. Tml krve je mnozstvi vzorku do-
stacujiciho k provedeni 20 biochemickych testd. Z 500 ul celé krve Ize ziskat cca 225 pl
krevni plazmy nebo krevniho séra.



2.2.1. Priprava materialu pro odbér

Pro pfipravu materidlu pro odbér krve ryb je zcela zésadni, zda je cilem odbéru ziskat
krevni plazmu, nebo krevni sérum.

V pfipadé, ze cilem je ziskat krevni sérum, se pro pfipravu odbérového materialu za-
sadné nepouzivaji Zadné protisrazeci prostfedky, ani pro odbérovou zkumavku, jehlu
¢i stiikacku. Srazeni krve je principem ziskani krevniho séra.

Ve vétsiné pripadl se pro stanoveni biochemického profilu krve ryb upfednostriu-
je krevni plazma. Pro ziskani krevni plazmy je nutné o3etiit odbérovy materidl pro-
tisrdzecim pfipravkem. Ke stabilizaci krve se nejéastéji pouziva vodny roztok sodné
soli heparinu v koncentraci 5 000 m.j. na 1 ml (napf. specialita Heparin Léciva inj. 1 x
10ml/50KV). Pro stabilizaci 1 ml krve ryb staci 0,01 ml (tj. cca 1 kapka) tohoto roztoku
heparinu, ktery se ve zkumavce necha pfed odbérem zaschnout. Proplachnuti odbé-
rové jednorazové injekéni jehly i jednorazové injekéni stfikacky heparinem je mozné
provést tésné pred odbérem. Nutno oviem po heparinovém vyplachu provést nékoli-
kanasobné opétovné vystiiknuti zbytkd heparinu.

Zkumavky s odebranou krvi je nutné pfed dalSim zpracovanim uchovévat v chladu
(pfi 4 °C). Pokud neni k dispozici lednice, je nutné umistit odebrané vzorky do chla-
diciho boxu nebo na led. Zaroven je tfeba mit pfipravené nadoby a nélezité l1é¢ebné
piipravky pro naslednou dezinfekéni koupel. Déle pak nadoby s ¢istou vodou urcené
pro rekonvalescenci ryb, které maji odbér prezit.

2.2.2. 0dbér krve u plidku

U pladku vétsiny druh( ryb je v dusledku velikostnich pomérd a jemného usporada-
ni vyvijejiciho se cévniho fecisté krve tak malo, ze krev Ize odebrat jen ze srdce - tzv.
kardiopunkci (obr. 1). Takovy krevni odbér Ize provést pomoci velmi tenké injekéni jeh-
ly. Rybu je nutné ihned po odbéru krve Setrnym zplsobem usmrtit. Pfi tomto odbéru
je nutno poditat se skute¢nosti, ze pro naslednou diagnostiku bude k dispozici velmi
malé mnozstvi krve.
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Obr. 1. Odbérkrve kardiopunkci (Foto J. Velisek).

2.2.3. 0dbér krve u ryb s vyssi hmotnosti

U ryb s vyssi hmotnosti se dfive uZivala také technika kardiopunkce. V soucasné
dobé se v naprosté vétsiné pripadd vyuziva technika odbéru krve z ocasnich cév (obr.
2-9), ktera se jevi jako podstatné humannéjsi. Injekéni jehla se zavadi z ventralni strany
téla ryby Sikmo dorzalné (pod Uhlem cca 45°). Pfi Setrném postupu zkuseného odbéra-
tele dojde k pfimému nabodnuti ocasni zily. Casto se viak stane, ze hrot jehly projede
ocasni zilou i tepnou a narazi na tvrdy odpor patefe (presnéji téla obratle). Pak je nutné
jehlu mirné povytahnout a hrot umistit do nékteré z ocasnich cév (neni mozné rozlisit,
zda odbér krve probihd z vena caudalis nebo z arteria coudalis, tedy zda je odebirana
krev z tepny nebo zily). Nasledna dezinfekce vpichu se provadi celkovou dezinfekéni
ponofovaci koupeli ryby, nej¢astéji v manganistanu draselném (Kolarov4, 2009; Svobo-
dova a kol., 2007). P¥i odbéru z ocasnich cév je mozné vyuzit uréitych modifikaci, kdy se
jehla zavadi z ventralni strany mezi fitni a ocasni ploutvi nebo z boku kolmo na patef
pod postranni ¢arou, tedy v mistech, kde v hemalnich obloucich probihaji ocasni cévy.



Obr. 3. Odber krve z ocasnich cév jesetera sibifského (Acipenser baerii) (Foto J. Velisek).

- 10 -
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Obr. 4. Odbeér krve z ocasnich cév cejna velkého (Abramis bramis) (Foto J. Velisek).

Obr. 5. Odbeér krve z ocasnich cév okouna ficniho (Perca fluviatilis L) (Foto J. Velisek).




Obr. 6. Odber krve z ocasnich cév amura bilého (Ctenopharyngodon idella) (Foto J. Velisek).

Obr. 7. Odbér krve z ocasnich cév itiky obecné (Esox lucius) (Foto J. Velisek).
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Obv. 8. Odbér krve z ocasnich cév sivena amerického (Salvelinus fontinalis) (Foto J. Velisek).

Obr. 9. Odber krve z ocasnich cév lina obecného (Tinca tinca) (Foto J. Velisek).

- 13-



2.2.4. Zpracovani vzorki odebrané krve

Pro ziskani krevniho séra je krev nabrana bez pouziti protisrazecich pfipravka (viz
kap. 2.2.1.). Takto ziskana krev je ponechdna v odbérovych zkumavkach 1 h pfi poko-
jové teploté a déle inkubovéana pfes noc v lednici pfi 4 °C. Po inkubaci je provedeno
odstredéni (1 000 x g; 15 min, 4 °C) a krevni sérum je odsato mikropipetou. Takovyto
vzorek séra je mozné pouzit ihned k analyzam nebo jej Ize zamrazit a uskladnit (min.
-20°Q).

Pro ziskani krevni plazmy je nutné odebrat krev do odbérového materialu o3etre-
ného protisrazlivymi prostfedky (viz kap. 2.2.1.). Odebranou krev je nutné jemné pro-
tfepavat (pfevracet) v uzaviené heparinizované zkumavce po dobu cca 15 s, za Ucelem
promichani krve s protisraZzecim pfipravkem. Pro ziskani krevni plazmy jsou odebrané
vzorky po promichani krve neprodlené odstfredény na odstfedivce (1-2 minuty pfi
12 000-16 000 otackach za minutu). Neni-li mozné okamzité odstfedéni, Ize skladovat
vzorek krve pfi teploté 6-8 °C v temnu nejdéle 1 hodinu. Okamzité odstfedéni krve
po odbéru je nutné pro stanoveni AST, CK, GLU, LDH, Mg*, NH, a PHOS. Krevni plazma
je stazena ihned po odstredéni mikropipetou za jednorazového pouziti Spicky. Dule-
Zita je minimalni prodleva mezi odstiedénim a analyzou z dtvodu precipitace fibrinu
(pfi prodlevé 5-10 min je nutné vzorek odstiedit znovu). Pokud nelze splnit podmin-
ku minimalni prodlevy mezi odstfedénim a analyzou, je mozné plazmu skladovat pfi
teploté 4-8 °C po dobu 6 hodin, pro delsi skladovaci dobu musi byt vzorek plazmy
zamrazen na teplotu min. -18 °C. Analyza skladovaného vzorku (pfi obou variantach)
je provadéna az po nasledném znovuodstredéni (béhem skladovani mohou ve vzorku
opét vzniknout fibrinové castice).

Makroskopicka prohlidka odstiedéného vzorku krevni plazmy a jeji odchylky
od normalu:

« hemolyzovany vzorek: plazma ma transparentni nacervenaly odstin (od ble-
dé razové po tmavocervenou); indikuje poskozeni ¢ervenych krvinek béhem
pfipravy vzorku nebo intra-vaskularni hemolyzu;

o iktericky vzorek: plazma md transparentni Zlutou az neprdhlednou barvu;
indikuje obstrukéni nebo toxické poskozeni jater;

« lipemicky vzorek: plazma ma bledy, mlé¢ny vzhled, nékdy plovouci tukové
kapky; indikuje nedévnou tu¢nou dietu nebo dysfunkci metabolismu lipidG;

« tmavozluta vrstva na rozhrani: povrchu plazmy a sloupce ¢ervenych krvi-
nek; indikuje velké mnozstvi bilych krvinek ve vzorku.

- 14-
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2.2.5. Méreni na biochemickém analyzatoru

Méreni biochemickych parametrl krve ryb probihd v rdmci vyzkumnych praci
ve VURH JU Vodnany a je provadéno na pristroji VETTEST 8008 (obr. 10). Na tomto pi-
stroji Ize méfit nasledujici parametry: albumin (ALB), alkalickou fosfatazu (ALKP), ala-
nin aminotransferazu (ALT), amylazu (AMYL), asparat aminotransferazu (AST), kalcium
(Ca?*), cholesterol (CHOL), kreatin kinazu (CK), kreatinin (CREA), gama-glutamyltrans-
ferdzu (GGT), glukdzu (GLU), laktat dehydrogenazu (LDH), lipazu (LIPA), magnezium
(Mg*), ¢pavek (NH,), anorganicky fosfat (PHOS), celkovy bilirubin (TBIL), triglyceridy
(TAG) a mocovinu (UREA). Pro jednotliva stanoveni biochemickych parametr( na pfi-
stroji VETTEST 8008 je potieba na jeden reagen¢ni disk (slide) vzorkovy objem plazmy
odpovidajici 10 pl. Stanoveni dvanécti biochemickych ukazateld tedy vyzaduje mini-
malni pipetovy aspiracni objem odpovidajici 150-160 pl. V pfipadé malého mnozstvi
vzorku nebo v pfipadé ocekavani vysokych hodnot sledovaného parametru se provadi
fedéni vzorku fyziologickym roztokem (prevazné vsak az jako druhy krok po analyze
nefedéného vzorku). Pro analyzu biochemickych parametrd Ize pouzit jak krevni plaz-
mu (ktera se upfednostriuje), tak krevni sérum (vétsi pravdépodobnost vyskytu hemo-
lyzy, nékteré analyty mohou prejit béhem relativné dlouhé srazeci faze z erytrocytd
do séra, mUze se vyskytnout nepfijatelny stupen glykolyzy).

Biochemicky analyzator musi byt umistén na dobfe ventilovaném misté (nechat pro-
stor kolem pfistroje - vétraci otvory jsou zespodu pfistroje), bez ziejmého zdroje tepla,
zimy, vlhkosti ¢i vibrace. Instalace pristroje je podrobné popséna v navodu pouziti
pfistroje. Vlastni méfeni se provadi po cca 25 minutach po zapnuti pristroje (probéh-
ne samokontrolni test a zahfati na provozni teplotu). Pfistroj podava pro kazdy krok
instrukce, které je nutné dodrzovat. Analyza vzork( rybi plazmy je provadéna pod hes-
lem ,ostatni (other)” bez moznosti nabidky referen¢niho rozmezi a vyuziti interpretac-
niho privodce. Dle pozadavkill na analyzu jsou do pfistroje vlozeny prislusné testovaci
disky (analyza by méla zacit do 15 min od vyjmuti testovaciho disku z obalu). Uchop
disk musi byt proveden za okraje disku, nelze se dotknout centralni ¢asti. Je-li vlozeno
vsech 12 moznych diskd k analyze, pfistroj sdm automaticky zacne proces analyzy. Pfi
nizsim poctu analyzovanych parametr( (tim i adekvatné mensim mnozstvi viozenych
diskd) je nutno dat pokyn k méreni. Vzorek je napipetovan za pouziti jednorazové spic-
ky a pipety/sondy analyzétoru. Pipeta automaticky rozdéli 10 pl vzorku na kazdy disk
a zacne Cteni. Samotna analyza trva cca 5-6 minut. Podrobny popis postupu je popsan
v navodu pouziti pfistroje.

_15-



Obr. 10. Biochemicky analyzér VETTEST 8008 (Foto J. Velisek).

3. INTERPRETACE VYSLEDKU ANALYZY BIOCHEMICKYCH

PARAMETRU KRVE RYB

Interpretace vysledk( biochemické analyzy krevni plazmy ryb je slozita. Uroven me-
tabolismu je u ryb velmi zavisla na sezdénnosti, zejména na teploté vodniho prostred;,
ve kterém ryby ziji. S tim velmi Uzce souvisi kolisdni enzymové aktivity organismu ryb
v zavislosti nejen na zméndach vnitiniho prostfedi organismu, ale hlavné na vnéjsich
faktorech. Tyto dva aspekty Ize oddélit pouze presnym definovanim vnéjsich podmi-
nek. Z téchto diivodd neni jednoduché stanovit referen¢ni hodnoty. Pro seriézni in-
terpretaci jednotlivych vysledkd biochemickych analyz v ramci vyzkumnych test( je
vzdy nutné porovndvat sledovanou (pokusnou) skupinu ryb se skupinou kontrolni (tj.
skupinou chovanou za stejnych vnéjsich podminek bez experimentalniho zakroku).
Tuto zésadu je tieba uplatnit i pfi vySetteni ryb z terénu a k ,postizené” skupiné sehnat
ryby stejného druhu, vékové kategorie, chované v podobné teploté vody a podobné
krmené, které jsou toho ¢asu ,nepostizené”, napt. z jiné lokality ¢i chovného objektu.
Vysledky ziskané v ramci testovani negativniho ucinku vybranych latek na ryby za de-
finovanych podminek jsou nasledné shrnuty tim zpGsobem, ze hodnoty namérené
u kontrolnich skupin lIze s urcitou mirou tolerance povazovat za danych podminek

- 16 -
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za fyziologické”. K témto jsou pfifazeny vysledky jednoznacné postizenych ryb. Vy-
hodnoceni vysledku jednotlivych stanoveni (zvyseni A nebo snizeni V) je uvedeno
tak, jak jej citovani autofi vyhodnotili za konkrétnich podminek v ramci své publikace,
v niz Ize dohledat podrobnéjsi vysvétleni. Ke viem hodnotédm je uvedeno teplotni roz-
mezi, ve kterém test probihal. Ryby v testech byvaji krmeny standardni krmnou smési
urcenou pro dany druh a vékovou kategorii béhem testu pouze u testd trvajicich déle
nez 7 dni.

3.1. GLUKOZA (GLU)

Glukdza je hlavni zdroj energie. Zvysena koncentrace glukézy v krvi je u ryb indika-
torem stresu (10-30 mmol.l"). Velmi vyrazné snizeni glukdzy indikuje akutni selhani
jater v dusledku nahlého vycerpani glykogenu.

Tab. 1. Rozsah hodnot GLU (mmol.I') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testi (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 1,3-6,9
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 2,6-6,0
Sumec velky (Silurus glanis) 3,4-12,5
Okoun fi¢ni (Perca fluviatilis) 3,5-6,9
Candat obecny (Sander lucioperca) 5,0-10,0
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 1,0-3,6
Tilapie nilska (Oreochromis niloticus ) 3,1-5,6
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STANOVENI A VYHODNOCENT BIOCHEMICKEHO PROFILU KRVE RYB

3.2. PROTEINY KREVNi PLAZMY

3.2.1. Celkové bilkoviny (TP - Total Protein)

Koncentrace celkové bilkoviny v plazmé zahrnuje viechny bilkoviny, které se nacha-
zeji ve vodné fazi krve. U zdravého organismu tvofi hlavni jednoduchou slozku albu-
min (ALB) a zbyvajici proteiny jsou alfa, beta a gama globuliny. Koncentrace globulind
(GLOB) muze byt stanovena oddélenim albuminu od celkové bilkoviny. Stanovenim
TP je sledovano poskozeni funkce ledvin a jater a je jednim z ukazatel kondice ryb.
Zvyseni TP indikuje poskozeni bunék ledvin a jater (Walmsley a kol., 1992). Snizeni TP
indikuje dlouhodobé probihajici infekci nebo otravu, napf. pesticidy na bazi triazind
(Velisek a kol., 2008).

Tab. 3. Rozsah hodnot TP (g.') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testd (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 16-45
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 26-56
Sumec velky (Silurus glanis) 30-40
Okoun fi¢ni (Perca fluviatilis) 25-45
Candat obecny (Sander lucioperca) 23-50
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 8-18

Tilapie nilskd (Oreochromis niloticus) 24-40
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STANOVENI A VYHODNOCENT BIOCHEMICKEHO PROFILU KRVE RYB

3.2.2. Albuminy (ALB)

Albumin tvofi 40-60% plazmatickych bilkovin. Je syntetizovan vylu¢né v jatrech.
Na udrzeni hladiny albuminu se podili jaterni syntéza spolu s tkdrovym katabolismem.
Vyznam albuminu spociva v udrzovani koloidné osmotického tlaku, ktery zajistuje na-
vrat tekutin do kapilary na venéznim konci. Unik albuminu do mezibunéénych prostor
(intersticia) je soucasti odpovédi organismu na trauma. Dalsi Uloha albuminu spociva
v transportu metabolickych produktd, iontd, hormont a Iék. Stanovenim ALB je sle-
dovano poskozeni jaterni a ledvinové funkce. Snizeni albuminu jako projevu nedosta-
tec¢nosti jaterni funkce se projevi mnohem pozdéji nez snizeni nékterych koagula¢nich
faktor(i nebo typickych jaternich enzyma (ALT, AST, LDH). Normalni polocas katabolis-
mu u albumin je 19 (15)-20 dni.

Tab. 5. Rozsah hodnot ALB (g.') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testi (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 1-10
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 1-14
Sumec velky (Silurus glanis) 1-8
Okoun {i¢ni (Perca fluviatilis) 1-7
Candat obecny (Sander lucioperca) 1-8
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 0,5-3
Tilapie nilska (Oreochromis niloticus) 1-10
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STANOVENI A VYHODNOCENT BIOCHEMICKEHO PROFILU KRVE RYB

3.2.3. Globuliny (GLOB)

Globuliny se déli na frakce alfa, beta a gama. Koncentrace globulini mtze byt
stanovena oddélenim albuminu od celkové bilkoviny. Zvyseni koncentrace globu-
linG indikuje probihajici zanétlivé procesy (Kaplan a Pesce, 1989).

Tab. 7. Rozsah hodnot GLOB (g.l") u kontrolnich (zdravych) ryb ve viech citovanych testech.

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 17-40
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 25-45
Sumec velky (Silurus glanis) 29-36
Okoun {i¢ni (Perca fluviatilis) 24-44
Candat obecny (Sander lucioperca) 22-44
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 6-16

Tilapie nilskd (Oreochromis niloticus) 20-30

-23-



(2.)
O'HL

(1'6) d-9019  (.I'B) X-90T1D
KyoupoH KyoupoH

2oUIRPY VY A ao1zodx3 2ORIJUSIUOCY  BHIL| RURAOISI] Aqkiynig

“(d-9079) 0] 2UDAOISI] NYUIN NWIUAIDDEU YoLUaADISAA GAI N D (¥-§OTD) 9AI YdIujoLuOY N guaAoUDIs (,16) §OTD 10UPOH *Q *qQDL

- 24 -



STANOVENI A VYHODNOCENT BIOCHEMICKEHO PROFILU KRVE RYB

3.3. AMONIAK (NH,)

Amoniak je katabolicky produkt traveni a metabolismu bilkovin u ryb a je extrémné
toxicky. V jatrech je detoxikovén vazbou na kyselinu alfa-ketoglutarovou za vzniku ky-
seliny glutamové a glutaminu. Ty jsou krevni cestou odvadény do Zaber, kde se desa-
minaci uvolni amoniak a ten je vylucovén zabrami. Kyselina alfa-ketoglutarova se vraci
do jater. Hladina amoniaku v krevni plazmé ryb je velice variabilni, je silné ovlivnéna
plsobenim rliznych endogennich a exogennich faktord. Navic v disledku vysoké ak-
tivity proteolytickych enzym0 u ryb dochazi k rychlému postmortalnimu zvysovani
amoniaku v krvi. Zvyseni hodnoty amoniaku je indikdtorem selhdni funkce jater nebo
indikuje metabolické defekty amoniaku v Krebsové cyklu.

Tab. 9. Rozsah hodnot NH , (umol.I") u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testt (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 28-700

Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 132-903
Sumec velky (Silurus glanis) 600-990
Okoun fi¢ni (Perca fluviatilis) 130-430
Candat obecny (Sander lucioperca) 330-960
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 129-675
Tilapie nilskd (Oreochromis niloticus) 154-593
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3.4. TRIGLYCERIDY (TAG)

Triglyceridy byvaji pfitomny v pfedkladaném krmivu a jsou také syntetizovany v ja-
trech, prevazné z karbohydratl poskytujicich sekundarni zdroj energie. Jsou soucas-
ti tukové tkané. Stanovenim TAG zjistujeme abnormality lipidového metabolismu
(Colombo, 1994).

Tab. 11. Rozsah hodnot TAG (mmol.l") u kontrolnich (zdravyich) ryb z vybranych testd (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,49-2,83
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 0,22-1,30
Sumec velky (Silurus glanis) 0,81-2,69
Okoun {i¢ni (Perca fluviatilis) 1,07-4,56
Candat obecny (Sander lucioperca) 1,75-4,20
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 0,92-2,01
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3.5. CYTOPLAZMATICKE A MITOCHONDRIALNI ENZYMY

Tyto enzymy jsou uvolnovany z bunék pfi zméné bunécné permeability nebo v pfi-
padech bunécné nekrozy. Aktivita plazmy je odrazem uvolnovani enzym( z bunék
do krve. Aminotransferazy zaujimaji u ryb pfedni misto v rozpoznani poskozeni jater-
niho parenchymu. Jejich zvyseni v krevnim obéhu je nej¢astéjsim a nejcitlivéjsim indi-
katorem poruseni celistvosti membrény hepatocytu (Jindra a kol., 1995).

3.5.1. Asparat aminotransferaza (AST)

Aspartat aminotransferaza se nachazi v mitochondriich (70 %) a cytoplazmatické te-
kutiné (30 %). Enzym AST se vyskytuje v fadé organt: v jatrech, kosternim svalstvu, led-
vinach a v erytrocytech. Nejaktivnéjsi je tento enzym v jatrech a ve svalovych bunkach.
Cytoplazmaticky isoenzym AST je do krevniho obéhu vyplaven pfi zvyseni permea-
bility buné¢nych membran. Uvolnéni mitochondridlniho AST provazi tézsi poskozeni
bunék narudujici i membrany mitochondrii. Zvyseni aktivity AST indikuje onemocnéni
jater a kosterni svaloviny. Pro poruchy jater sdm o sobé neni specificky, ale je charak-
teristicky zejména pro diagnostiku poskozeni svalové tkdné. Vyrazné zvyseni ukazuje
na nekroézu jaterniho parenchymu. Aktivita enzymu AST v plazmé dosahuje maxima
za 24 hodin po poskozeni tkané a vraci se do normdlu béhem 7-10 dni. Fyziologicky je
aktivita AST zvy$ena u juvenilnich ryb (Folmar, 1993).

Tab. 13. Rozsah aktivity AST (ukat.I') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testi (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,55-6,64
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 0,80-6,26
Sumec velky (Silurus glanis) 4,0-8,0
Okoun {i¢ni (Perca fluviatilis) 0,87-4,74
Candat obecny (Sander lucioperca) 0,50-4,0
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 1,01-4,54
Parma obecna (Barbus barbus) 19,70-22,2
Siven americky (Salvelinus fontinalis) 0,82-1,30
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3.5.2. Alanin aminotransferaza (ALT)

Alanin aminotransferaza je cytoplazmaticky enzym, ktery je lokalizovan predevsim
v cytoplazmé jaterni bunky (cytosolu hepatocytu). Do krevniho obéhu je vyplavo-
van pfi zvySeni permeability hepatocytarni membrany jiz pfi malém poskozeni (staci
poskozeni jednoho hepatocytu z 2 000). Polocas katabolismu (odbourani enzymu) je
relativné dlouhy 37-57 hodin (prdmérné 48 hodin). Vysoké zvyseni aktivity ALT indiku-
je toxické poskozeni jater a metabolické vady s participaci jater (Neff, 1985).

Tab. 15. Rozsah aktivity ALT (ukat.') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testd (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,10-1,60
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 0,08-1,42
Sumec velky (Silurus glanis) 0,10-0,40
Okoun {i¢ni (Perca fluviatilis) 0,15-1,23
Candat obecny (Sander lucioperca) 0,08-1,43
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 0,08-0,35
Parma obecna (Barbus barbus) 1,60-1,90
Siven americky (Salvelinus fontinalis) 0,18-0,60
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3.5.3. Amylaza (AMYL)

Amylaza vykazuje vysokou aktivitu v pankreatu a v mensim rozsahu i ve slinnych zla-
zach, mukdze tenkého stieva a v jatrech. Zmény aktivity AMYL indikuji poruchy funkce
pankreatu.

Tab. 17. Rozsah aktivity AMYL (ukat.') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testi (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,17-2,0
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 6,08-8,93

Béhem experimentl provedenych na FROV JU nebyla zména aktivity amylazy zjis-
téna.

3.5.4. Kreatinkinaza (CK)

Kreatinkinaza je enzym, ktery katalyzuje reverzibilni fosforylaci kreatinu na kreatin-
fosfat. Kreatinfosfat je hlavnim zdrojem vysokoenergetického fosfatu pouzivaného
pfi svalové kontrakci. CK se sklada ze dvou podjednotek, a to M (v kosterni svaloviné)
a B (v mozku). Kreatinkindza ma tfi typy isoenzymu. Maximalni aktivity CK je dosazeno
6 hodin po poskozeni tkdné a polocas odbourani je cca 15 hodin (Musil, 1991). U ryb
ve $patné kondici nastédva zvyseni az za 8-16 hodin, s maximem za 24 hodin. Zména ak-
tivity CK indikuje poskozeni svaloviny (zhmozdéni sval(, progresivni svalovou dystrofii,
hemofilii), velkou télesnou ndmahu nebo intoxikaci.

Tab. 18. Rozsah aktivity CK (kat.l") u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testd (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 11,98-18,70
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 13,49-25,0
Sumec velky (Silurus glanis) 6,50-14,50
Okoun {i¢ni (Perca fluviatilis) 13,53-18,87
Candat obecny (Sander lucioperca) 12,01-20,0
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 12,08-16,02
Parma obecna (Barbus barbus) 32,30-35,20
Siven americky (Salvelinus fontinalis) 14,13-16,90
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3.5.5. Lipaza (LIPA)

Lipaza vykazuje vysokou aktivitu v pankreatu a v mensim rozsahu také v mukdze
tenkého stfeva a v jatrech. Zména aktivity LIPA indikuje poskozeni funkce pankreatu.

Tab. 20. rozsah aktivity LIPA (ukat.l) u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testd (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,0-1,48
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 1,0-3,98

Béhem experimentl provedenych na FROV JU nebyla zména aktivity amylazy zjis-
téna.

3.5.6. Laktat dehydrogenaza (LDH)

Laktat dehydrogenaza je vSudypfitomny cytoplazmaticky enzym, ktery neni pro
jaterni parenchym specificky, je vsak dulezity pfi diferencialni diagnostice poskozeni
jater. Enzym je tvoreny ¢tyimi podjednotkami dvou moznych typd: M (sval) a H (srd-
ce). Podle zastoupeni jednotek uvedenych typd Ize rozlisit 5 isoenzymd, které jsou pak
do urcité miry tkanové specifické. V hepatocytech prevlada isoenzym LD5. Stanoveni
aktivity LDH indikuje poskozeni jater, kosterni a srde¢ni svaloviny a néktera nadorova
onemocnéni. Zvyseni aktivity LDH 10 az 20krat (s tim, Ze LDH > AST > ALT) indikuje
akutni selhani jater, hepatodystrofii a toxické poskozeni jater.

Tab. 21. Rozsah aktivity LDH (ukat.') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testd (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 9,9-22,0
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 6,1-22,0
Sumec velky (Silurus glanis) 4,5-13,6
Okoun {i¢ni (Perca fluviatilis) 17,0-26,8
Candat obecny (Sander lucioperca) 16,0-25,0
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 16,5-19,0
Parma obecna (Barbus barbus) 30,4-32,0
Siven americky (Salvelinus fontinalis) 16,1-21,2
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3.6. ENZYMY VAZANE NA BUNECNOU MEMBRANU

Tyto enzymy se pouzivaji k detekci onemocnéni jaterniho a Zlucového (bilidrniho)
systému (Jindra a kol., 1995). V krvi se v pfipadech jaterni nekrézy pfilis nezvysuiji, ale
jejich aktivita stoupa béhem vaznych obstrukénich nebo proliferativnich onemocnéni
hepatobilidrniho systému.

3.6.1. Alkalicka fosfataza (ALP)

ALP je enzym pfitomny v mnoha tkdnich a je zndma fada normalnich i patologic-
kych isoenzymu. Prakticky vyznam maji normalni isoenzymy kostni, jaterni a stfevni,
které predstavuji podstatnou ¢ast plazmatické aktivity ALP. Prevdznd &ast jaterni ALP
se nachazi v bunécnych membranach vystelky zlu¢ovych cest. Alkalicka fosfataza
ovliviiuje membranovy transport, metabolismus glykogenu a syntézu proteint (Bha-
van a Geraldine, 2001). Zmény aktivity ALP indikuji onemocnéni jater souvisejici s bili-

,,,,,

antibiotik), pfi dlouhodobém hladovéni a anémii.

Tab. 23. Rozsah aktivity ALP (ukat.') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testd (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,05-1,72
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 0,13-1,44
Okoun ti¢ni (Perca fluviatilis) 0,13-0,89
Candéat obecny (Sander lucioperca) 0,60-1,20
Jeseter sibitsky (Acipenser baerii) 0,42-1,32
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3.6.2. Gamma glutamyltransferaza (GGT)

Gamma glutamyltransferaza, rovnéz zvana gamma-glutamyltranspeptidaza, je en-
zym, ktery je pfitomen v ledvindch a ve Zlu¢ovodu. Zména aktivity tohoto enzymu
byva nejcitlivéjsim indikatorem hepatobilidrnich chorob. Vzhledem k vysoké predik-
tivni hodnoté pro tyto choroby se méfeni GGT v Sirokém méfitku pouziva za ucelem
vylouceni poskozeni hepatobilidrniho pldvodu. Spolu s ostatnimi enzymy, jako napf.
s alanin aminotransferazou, aspartat aminotransferdzou a cholinesterazou, je GGT
cennym nastrojem pro diferencialni diagndzu jaternich chorob (Karlson a kol., 1987).

Tab. 25. rozsah aktivity GGT (ukat.l') u kontrolnich (zdravych) ryb ve viech citovanych testech.

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,01-0,30
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 0,01-0,20
Okoun ti¢ni (Perca fluviatilis) 0,01-0,04

Béhem experimentii probéhnuvsich na FROV JU nebyla zjisténa zména aktivity ga-
mma glutamyltransferazy v plazmé ryb.

3.7. MINERALY

3.7.1. Ca** = kalcium (vapnik)

Vapnik je esencidlni prvek, ktery je soucasti mnoha télnich systéma, mezi které patii
skelet, enzymatickd aktivita, svalovy metabolizmus, krevni srazlivost a osmoregulace.
V krevni plazmé je 40-45 9% vapniku vazano na bilkoviny, 50 % ionizovaného a 5-10%
v komplexu s kyselinami. lonizované kalcium ma vyznam hlavné pro neuromuskularni
drézdéni. Snizena hladina koncentrace vapniku miZze byt spojovdana s onemocnénim
kostniho aparatu, onemocnénim ledvin a defekty metabolismu Ca.

Tab. 26. rozsah hodnoty Ca’* (mmol.l") u kontrolnich (zdravyich) ryb z vybranych testdi (viz reference)

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,92-3,23
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 2,02-3,25
Sumec velky (Silurus glanis) 2,09-2,57
Okoun {i¢ni (Perca fluviatilis) 2,37-3,51
Candat obecny (Sander lucioperca) 2,17-3,13
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 1,0-2,14

Siven americky (Salvelinus fontinalis) 2,11-2,89
Tilapie nilska (Oreochromis niloticus) 2,17-4,0
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3.7.2. Mg** = magnézium (hoi<¢ik)

Hor¢ik hraje dileZitou roli pfi aktivaci enzym Ucastnicich se fady anabolickych a ka-
tabolickych procesu. Je také zapojen do syntézy a destrukce acetylcholinu, ktery regu-
luje prenos elektrickych impulst na neuromuskuldrnim spojeni.

Tab. 28. Rozsah hodnot Mg>* (mmol.I') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testd (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,37-1,47
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 0,8-1,50

Okoun ti¢ni (Perca fluviatilis) 0,72-1,42
Candéat obecny (Sander lucioperca) 0,81-1,65
Siven americky (Salvelinus fontinalis) 0,98-1,36
Tilapie nilska (Oreochromis niloticus) 0,80-1,50

Tab. 29. Hodnoty Mg’ (mmol.I') stanovené u kontrolnich ryb (Mg?*-K) a u ryb vystavenych negativni-
mu Ucinku testované ldtky (Mg?*-P).

Hodnoty Hodnoty

Druh  Testovana Koncen- TH,0  Expo- Mg*-K  Mg?-P VY A Reference

ryb latka trace °C Zice

yby cQ mmol.I' mmol.l'"

Kapr  rerbutryn 02a2pgl 163-208 90dni  091-131 020-074 v  velisekakol.
obecny y 222 ug! 3-20, 91-1, ,20-0, Faa

Zména hodnoty hofciku byla zjisténa pouze po 90denni expozice terbutrynu,
u ostatnich experimentl provedenych na FROV JU, nebyla zaznamenana zména hod-
noty hoi¢ika.

3.7.3. PHOS = anorganicky fosfat

Fosfor je prvek, ktery hraje vyznamnou roli v metabolicky procesech a je soucas-
ti nukleovych kyselin, fosfolipidG a nukleotidl. Fosfaty jsou také dllezitou soucasti
pufrujicich systém0 uvniti tkanovych tekutin. Zmény hladiny krevniho PHOS indikuji
tézké poskozeni ledvin.

Tab. 30. Rozsah hodnot PHOS (mmol.l') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testd (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,72-3,89
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 1,62-5,19
Sumec velky (Silurus glanis) 0,88-1,8

Okoun {i¢ni (Perca fluviatilis) 2,12-4,15
Candat obecny (Sander lucioperca) 1,52-4,78
Jeseter sibifsky (Acipenser baerii) 1,54-3,02
Tilapie nilsk& (Oreochromis niloticus) 0,76-3,85
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3.8. LAKTAT (LACT)

Laktat je sul kyseliny mlécné, kterad vznika pfi anaerobni glykolyze pfeménou py-
ruvatu pomoci laktat dehydrogenazy (LHD). Aktivita laktatu v krvi je ddna pomérem
mezi jeho tvorbou a jeho odbouravénim (glukoneogenezi) v jatrech. Hyperlaktatémie
vznikd pfi nadprodukci nebo z nedostate¢né utilizace laktatu v organizmu. Pficinami
hyperlaktémie jsou tkdriova hypoxie (pfi vysoké fyzické zatézi organizmu) a laktatova
aciddza (pti respiracni nedostatec¢nosti, pfi soku, pfi poruchach periferniho prokrveni,
pfi intoxikaci CO a kyanidy a pfi sepsi). Na tvorbé laktatu se nejvice podileji (sestupné):
klze, erytrocyty, mozek, svaly, stievni sliznice, leukocyty a trombocyty. Laktat je dale
transportovan krvi do jater a ledvin (mensi ¢ast), kde je pouzit v procesu glukoneoge-
neze. Zbytek LACT metabolizuje myokard a dalsi organy. Hromadéni laktatu ve svalu je
pfi¢inou svalové Unavy a bolesti (Schneiderka, 2004).

Tab. 32. Rozsah hodnot LACT (mmol.l') u kontrolnich (zdravych) ryb z vybranych testd (viz reference).

Kapr obecny (Cyprinus carpio) 0,52-6,32
Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) 0,60-9,58
Candat obecny (Sander lucioperca) 1,90-5,90
Tilapie nilska (Oreochromis niloticus) 0,20-5,50
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4. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU”

Stanoveni biochemického profilu krve je pro veterinarni praxi savct rutinni zélezitos-
ti, kterd dava do rukou veterindrniho lékare, chovatele nebo vyzkumnika velmi cenné
informace o zdravotnim stavu zvifete. Na viech SVU (statnich veterinarnich Gstavech),
ve vsech diagnostickych laboratofich (Ize vyuzit i humanni) a ve vétsiné vyzkumnych
laboratofi je v dnesni dobé k dispozici biochemicky analyzator. Tuto diagnostickou sit
Ize servisné vyuzit také pro stanoveni biochemického profilu krve ryb. Dlouholeté zku-
Senosti v ramci testovani negativniho Gcinku vybranych latek na ryby v rdmci feseni
rGznych projektd ve VURH JU Vodnany ukazuiji, ze na béznych biochemickych analyza-
torech Ize korektné stanovovat také biochemické parametry krve ryb. Problém spociva
v interpretaci vysledk(, kterd je komplikovéna vysoce vyznamnym ovlivnénim aktu-
alniho vnitfniho stavu organismu ryby poikilotermii. Autofi dévaji ,odrazovy mustek”
pro interpretaci ziskanych vysledkd biochemického profilu krve ryb na zdkladé vysled-
kl provedenych experiment(. V tomto sméru je metodika novem.

5. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je urcena pro veterindrni |ékafe pracujici v oblasti rybafstvi a akvakultury,
pro rybaiské specialisty hodnotici kondi¢ni stav ryb a pro védecké pracovniky, ktefi
sleduji vliv rGznych faktor(i na zdravotni stav ryb.

Metodika rozsifuje moznosti vysetfeni zdravotniho stavu ryb o stanoveni bioche-
mického profilu krve a dava uzivateldm podklady pro spravnou interpretaci ziskanych
vysledku.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Vyuzivani predloZzeného metodického postupu povede k zefektivnéni a zkvalitné-
ni diagnostiky pfi¢in poskozeni a Uhynu ryb. Pfedpokldddme, ze zavedenim téchto
preventivnich opatfeni dojde ke snizeni ztrat o 2 az 3 %, coz bude predstavovat napfi-
klad pro podnik s produkci 20 tun lososovitych ryb finan¢ni ¢astku ve vysi 40 000 az
60 000 K¢ ro¢né.
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