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1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je poskytnout specializovanym pracovistim i praktickym
veterinarnim |ékafdm metodicky ndvod ke stanoveni diferencidlniho poctu
leukocytl ryb. Kromé pracovniho postupu metodika obsahuje rozsahlou
obrazovou pfilohu krevnich natérd rtznych druhd ryb, kterd bude uzivatelim
slouzit pro porovnani s jejich vlastnimi nalezy.

2. POPIS METODIKY

2.1. Uvod

Stanoveni diferencidlniho poctu leukocytli se provadi jako soucast
hematologického vysetfeni ryb spolu se stanovenim celkového poctu leukocytl
a erytrocytd, hodnoty hematokritu a koncentrace hemoglobinu. Vysetfenim
krve ryb je mozno doplnit diagnostiku nékterych nemoci nebo otrav ryb, ale
predevsim se provadi pfi vyhodnocovani vlivu rdznych latek a patogend na ryby
v experimentalnich nebo poloprovoznich podminkach.

Na vysledky hematologického vySetfeni mize mit vliv pohlavi ryb (Svobodova
a kol., 1978; Habekovi¢, 1991; FlajsShans a kol., 2004), faze reprodukéniho cyklu
(Svobodova a kol., 1978; Collazos a kol., 1993; de Pedro a kol., 2005), aktualni
zdravotni stav (Rehulka, 1996), stres (Pulsford a kol., 1994), zatiZeni vody
toxickymi kovy (olovo, rtut, kadmium atd.) (Drastichova a kol., 2004; Witeska
a kol., 1998; Witeska a kol., 2010) a organickymi polutanty (PCB, DDT, organické
pesticidy atd.) (Schweiger a kol., 1996), fyzikalné-chemické parametry vody
(Jeziorska, 1993), ale téz uroven ploidie (Svobodova a kol., 1998, 2001; FlajShans
a kol., 2004, 2011) atd.
jsou kromé zralych bunéc¢nych elementl pfitomna také vyvojova stadia krvinek
a jejich tfidéni a nomenklatura se u jednotlivych autord lisi. Dalsi nevyhoda
spociva v tom, Ze pocty bunék musi byt stanoveny ,postaru” manualné, nebot
jaderné erytrocyty a velmi nepatrné rozdily ve velikosti nékterych typl leukocytd
brani vyuziti automatizovanych metod (Hrubec a Smith, 2006). Ke stanoveni
diferencialniho poctu leukocytl (leukogramu) se tedy vyuziva rucni barveni
krevnich natérd a pocitani bunék pod svételnym mikroskopem. Je tfeba jisté
zru¢nosti pii zhotovovani a barveni krevnich natért a zkusené oko pfi odecitani
leukogramd, aby vysledky bylo moZno pokladat za spolehlivé.

Nomenklatura krevnich bunék ryb je z velké casti prevzata z hematologie
savcl. Pri studiu literatury zabyvajici se bilym krevnim obrazem ryb je vSak velmi
obtizné porovnat vysledky rliznych autord, protoze se mnohdy lisi v klasifikaci



STANOVENI DIFERENCIALNIHO POCTU LEUKOCYTU RYB

a nazvoslovi nékterych typd leukocytl. Kromé shodného urcovani lymfocytd,
které jsou v nékterych publikacich rozdéleny na malé a velké (Kumar a kol.,
1999; Hrubec a kol., 2000; Witeska a kol., 2010), vétsina autori shodné uvadi
jesté monocyty. Ve vétsiné publikaci pak dale nachazime neutrofilni, eozinofilni,
eventudlné bazofilni granulocyty (Oluah a Mgbenka, 2004; Singh a Srivastava,
2010; Mekkavy a kol., 2011). Nékteré prace uvadéji pouze souhrnnou kategorii
.granulocyty” (Tierney a kol., 2004). Nékdy se v ramci neutrofilnich, eventudlné
i eozinofilnich granulocyti setkdvame i s rozliSenim jednotlivych vyvojovych
subtypd (myelocyty, metamyelocyty, granulocyty s ty¢kovym jadrem - ,tycky”,
granulocyty se segmentovanym jadrem - ,segmenty”) (Palikova a kol., 1999).
Ojedinéle se vyskytuje taky oznaceni ,heterofily” (Rey Vazquez a Guerrero,
2007; Rey Vazquez a Lo Nostro, 2014), které pravdépodobné, ale ne zcela jisté,
koresponduiji s neutrofilnimi granulocyty. Zcela vyjime¢né jsou do diferencidlniho
poctu leukocytl zahrnuty i blasty (Witeska a kol., 2010) nebo dokonce
trombocyty (Tierney a kol., 2004) ¢i buriky podobné trombocytim (,trombocyte-
like-cells”) (Hrubec a kol., 2000).

Klasifikace typl a subtypl leukocytl podle rtiznych autort je pro prehlednost
uvedena v tab. 1.

Pfi odecitani diferencidlniho poctu leukocytd je vhodné si vSimat i bunék
cervené krevni fady a eventudlné zaznamenat zvySenou pfitomnost nezralych
forem erytrocytd, délicich se erytrocytd (délici se buriky mohou byt zaznamenany
i v pfipadé lymfocytd a trombocytll) nebo zralych erytrocytd s pfitomnosti
mikrojader. Vyskyt nezralych forem erytrocytl signalizuje poruchu erytropoézy.
V porovnani se zralymi bunkami jsou kulatéjsi, s vétsim, kulatym, centralné
ulozenym, méné kondenzovanym jadrem a mensim mnoZstvim cytoplazmy.
Nazvoslovi nezralych forem neni jednotné, v literatufe se muizeme setkat
s nékolika rGznymi nazvy pro tytéz bunky (napf. rubriblast = proerytroblast =
pronormoblast; prorubricyt = erytroblast = normoblast) (Thrall a kol., 2006).
Tyto nezralé formy erytrocytl, nékterymi autory oznacované souhrnné jako
polychromatocyty, predstavuji u klinicky zdravych ryb pfiblizné 1 % z celkového
poctu erytrocytl (Roberts a Ellis, 2001). Kromé zvySeného vyskytu nezralych
forem se napf. pfi otravach olovem objevuji morfologické anomalie erytrocytt
- zvySena kondenzace chromatinu na okrajich jddra nebo jaderné malformace
(Witeska a kol., 2010) a pfi expozici ryb nékterym organickym polutantdm
(napf. 4-tert Octylphenol v koncentraci 150 a 300 pg.I") se mohou objevit
i segmentovana amitoticka jadra (Rey Vazquez a Lo Nostro, 2014). ZvySeny
vyskyt nezralych, délicich se nebo degenerovanych erytrocytl byva zjistovan
v krvi ryb, které jsou vystaveny nadmérnému stresu nebo hypoxii, a byva také
doprovodnym pfiznakem regenerativni anémie.
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STANOVENI DIFERENCIALNIHO POCTU LEUKOCYTU RYB

2.2. Typy leukocytti popisované u ryb

2.2.1. Lymfocyty

Lymfocyty tvofi nejpocetnéjsi skupinu bilych krvinek v krvi ryb. U nékterych
druht ryb, jako je napfiklad okoun fi¢ni (Perca fluviatilis), mohou lymfocyty
predstavovat témér 100 % bilych krvinek (Modra a kol., 1998). U kapra se podil
lymfocytl pohybuje vétSinou v rozmezi 76-97,5 % a velikost téchto bunék
v krevnim natéru je 7-9 um (Svobodova a kol., 2012). Vétsinu objemu téchto
kulatych bunék zaujima jadro obklopené tenkou vrstvou bazofilni cytoplazmy
(Ferguson, 1976) (obr. 1). Kromé tohoto typického vzhledu lymfocytu miazeme
v krevnich natérech najit i buriky, u nichZz cytoplazma tvofi jen velmi nepatrny
nebo prakticky zadny lem kolem jadra (obr. 2), nebo obklopuje jadro pouze
okrskovité (obr. 3). Velikost lymfocytl je druhové specificka, u platyse velkého
(Pleuronectes platessa) byl naméren primér 4,5 um (Ellis, 1976), u karase
stribfitého (Carassius auratus) 8,2 um (Weinreb, 1963) a u nékterych druht
ryb az 12 um (Ellis, 1977).

10 pm

Obr. 1. Lymfocyt kapra obecného (Cyprinus carpio L.). Uzky lem cytoplazmy zcela
obklopuje jadro. (Kresba a foto: M. Palikovad)

10 um

Obr. 2. Nahojaderny lymfocyt kapra obecného (Cyprinus carpio L.). Cytoplazmaticky
lem kolem jddra je velmi Gzky nebo zcela chybi. (Kresba a foto: M. Palikovd)

-9-



10 um

Obr. 3. Lymfocyt kapra obecného (Cyprinus carpio L.). Cytoplazma obklopuje jddro
y!
pouze okrskovité. (Kresba a foto: M. Palikovd)

Hlavni funkci lymfocytd je spolutdast pfi imunitnich reakcich. Funk¢né se
déli na T-lymfocyty (Ucastni se na imunité bunécné) a B-lymfocyty (Ucastni se
na humordlni imunité tvorbou specifickych protilatek) (Donner, 1985).

Pti pisobeni infek¢nich a toxickych agens dochazi ke zméné poméru mezi
lymfocyty a ostatnimi bilymi krvinkami ve smyslu snizeni podilu lymfocyti
a vzestupu myeloidnich bunék (u ryb tedy zejména neutrofilnich granulocytd)
a monocytd - granulocyt6za a monocytéza - viz obr. 4 a 5. Tato situace v bilém
krevnim obrazu ryb nastava napfiklad pfi akutni otravé kadmiem (Drastichova
a kol., 2004). Po nékolika tydnech chronické expozice nizkym koncentracim
mlze naopak dojit ke zvySeni poctu lymfocytd (zejména malych), coz je
pravdépodobné dlsledek prfechodné stimulace specifické imunitni odpovédi
organismu (Witeska a Baka, 2005). Setkani rybiho organismu s infek¢nim agens
byva doprovazeno nejdrive mirnou, ale postupné se prohlubujici lymfocytézou
(Ranzani-Paiva a kol., 2004).

-10 -
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Obr. 4. Zmnozeni granulocyti (granulocytéza) v krevnim ndtéru pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss); NSeg - neutrofilni granulocyt se segmentovanym jddrem; NE
- nezraly erytrocyt; L - lymfocyt. (Foto: M. Palikovd)

Obr. 5. Zmnozeni monocyti (monocytéza) v krevnim ndtéru ostroretky stéhovavé
(Chondrostoma nasus); Mo - monocyt; T - trombocyt. (Foto: M. Palikovd)

-117 -



2.2.2. Monocyty

Monocyty jsou velké kulaté bunky (15-18 pm) s okrouhlym nebo
podkovovitym jadrem (obr. 6). Cytoplazma se barvi modfe (pfi barveni podle
Pappenheima) a je casto vakuolizovana. V periferni krvi kapra obecného
(Cyprinus carpio L.) za normalnich (fyziologickych) podminek tvofi asi 3-5 %
leukocytt (Svobodova a kol., 2012), nékdy mlze byt jejich vyskyt jen sporadicky
(Modra a kol., 1998).

Mo

20 pm

Obr. 6. Monocyt kapra obecného (Cyprinus carpio L.). (Kresba a foto: M. Palikovd)

Monocyty se ucastni nespecifickych imunitnich reakci. Zastavaji funkci
primarnich fagocytd a jsou mnohem vétsi nez lymfocyty (Ardelli a Woo, 2006).
Doubek a kol. (2003) uvadéji, ze velikost monocytd u ryb byva 15-18 pm,
vzacné i vice. Po néjaké dobé opoustéji krevni fecisté a vstupuji do tkani, kde
dochazi k jejich preméné v makrofagy (Toman a kol., 2000). Pfi akutni otravé
toxickymi kovy (kadmium, olovo) se absolutni po¢ty monocytd v periferni krvi
prakticky neméni, ale nékdy v disledku poklesu poctu lymfocytd muze vzrist
jejich procentualni zastoupeni (Drastichova a kol., 2004; Witeska a kol., 2010).
V pribéhu infekéniho onemocnéni pocet monocytl stoupa a mohou se objevit
i morfologické abnormality bunék, jako napf. zvySend vakuolizace cytoplazmy
(Ranzani-Paiva a kol., 2004).

2.2.3. Neutrofilni granulocyty

Neutrofilni granulocyty patfi k nejvétsim bunkam v periferni krvi (Hrubec
a Smith, 2006). Obvykle maji kulaty nebo mirné ovalny tvar (Ainswort, 1992).
U kapra dosahuji velikosti 10-15 pm (Imagawa a kol., 1989). Typicky rybi
neutrofil barveny standardnimi barvicimi metodami ma Sedou granulovanou
cytoplazmu. Tvar jadra se u jednotlivych druh lisi, pro lososovité ryby je
napfiklad charakteristické lalo¢naté jadro (obr. 9), u nékterych druhl se

-12 -
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setkdvame spiSe s ovalnym (Ellis, 1977). Svlj nazev ziskaly neutrofily diky
pfitomnosti cytoplazmatickych granul, ktera se vyrazné nebarvi ani kyselymi,
ani bazickymi barvivy. Obsah a velikost granuli se v pribéhu vyvoje méni (Toman
a kol., 2009) a jejich barva, tvar a velikost jsou druhové specifické (Ainsworth,
1992). Zastoupeni neutrofilnich granulocytd v bilém krevnim obrazu se lisi
u jednotlivych druht ryb a mize byt variabilni i v ramci druhu vlivem prostiedi.
V krvi savcl se fyziologicky vyskytuji pouze zralé formy granulocytl s ty¢kovitym
(obr. 7) nebo segmentovanym jadrem (obr. 8 a 9). V krevnich natérech ryb se
kromé téchto dvou forem (,ty¢ky” a ,segmenty”, viz obr. 7 a 8) bézné vyskytuji
i nezralé formy granulocytl (viz kap. 2.2.6.3., obr. 11 a 12).

Primarni funkci neutrofild je fagocytéza (Ainsworth, 1992), uplatiiuji se
v procesech nespecifické imunity. Pfi zanétu jsou to jedny z prvnich bunék,
které migruji do postizené oblasti (Rieger a Barreda, 2011). Vycestovani
z krevniho recisté do mista zanétu je umoznéno chemotaxi. Neutrofily maji
schopnost produkovat antimikrobialni a cytotoxické latky, které jsou ulozeny
v neutrofilnich granulich (Donner, 1985).

N

7.. Lo
Obr. 7. Neutrofilni granulocyt kapra obecného (Cyprinus carpio L.) s tyckovitym jadrem
(. tycka”). (Kresba a foto: M. Palikovd)

.
L
‘--L"\
&

Obr. 8. Neutrofilni granulocyt kapra obecného (Cyprinus carpio L.) se segmentovanym
jadrem (,segment”). (Kresba a foto: M. Palikova)

-13 -
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Obr. 9. Neutrofilni granulocyt pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) se
segmentovanym, vicelalo¢natym jadrem. (Kresba a foto: M. Palikovd)

10 um

Infekéni onemocnéni doprovazena zanétem byvaji v prvnich dnech
charakterizovana zvySenym relativnim i absolutnim poctem neutrofilG.
Nékdy, v pfipadech zavainé infekce, mize jejich mnoZstvi v cirkulujici krvi
poklesnout (Ranzani-Paiva, 2004). Zmény v poctech neutrofilnich granulocytl
(a v diferencidlnim poctu leukocytd jako takovém) v periferni krvi ryb
vystavenych pUsobeni pesticidl Ize jen velmi téZzko zobecnit ¢i generalizovat.
Jsou zavislé na citlivosti ryb, druhu latky, koncentraci a dobé plsobeni (Sing
a Srivastava, 2010).

2.2.4. Eozinofilni granulocyty

Eozinofilni granulocyty jsou charakteristické pfitomnosti eozinofilné se
barvicich granul v cytoplasmé (obr. 10). Velikosti se podobaji neutrofildm,
nebo jsou o néco mensi (Hrubec a Smith, 2006). U kapra byla zaznamenana
pramérna velikost eozinofilniho granulocytu 13,8 pum (Imagava a kol., 1989).
Vyskyt eozinofild je typicky zejména po jeseterovité ryby (obr. 10), pro které je
typicka rovnéz druhové specificka segmentace jadra, napf. u jesetera sibifského
(Acipenser baerii) bylo nalezeno az péti-segmentové jadro (Palikova a kol., 1999).

20 pm

Obr. 10. Eozinofilni granulocyt vyzy velké (Huso huso). (Kresba a foto: M. Palikovd)

-14 -
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U kostnatych ryb je jejich vyskyt sporadicky (napt. Modra (1999) u lina obecného
(Tinca tinca) uvadi 0,17 £ 0,59 % a u trzniho kapra 0,1 £ 0,19 %) a vyznacuji se
okrouhlym, asymetricky uloZzenym, vétSinou nesegmentovanym jadrem.

2.2.5. Bazofilni granulocyty

Bazofilni granulocyty se vyskytuji v krvi sladkovodnich ryb velmi zfidka.
Jejich cytoplazma je vyplnéna a mnohdy i jadro piekryto vyraznymi purpurovymi
az tmavé modrymi granuly (Svobodova a kol., 1991). O jejich blizsi funkci
neni dosud mnoho znamo a néktefi autofi je viibec nepopisuji (Antychowitz
a Siwicki, 1992). Jejich pfitomnost u ryb popisuje napft. Suzuki (1986), ktery
za mozny ddvod pouze ojedinélych ndlezl povazuje snadnou rozpustnost
bazofilnich granul béhem zpracovani krevnich vzorkd, jak uvadi Fey (1966).

2.2.6. Heterofilni granulocyty

Néktefi autofri popisujivramci diferencialniho rozpoc¢tu leukocytt také buriky
nazvané ,heterofily” (heterofilni granulocyty) (Rey Vazquez a Guerrero, 2007;
Rey Vazquez a Lo Nostro, 2014). Jsou stejné nebo o néco mensi nez neutrofily
a jejich cytoplazma je vypInéna svétle eozinofilnimi nebo nafialovélymi granuly.
O jejich blizsi funkci neni dosud mnoho znamo a pfi studiu literatury je obtizné
rozlisit, jestli se skute¢né jedna o heterofilni buriky, nebo jestli je toto zarazeni
zpusobeno mylnym nazorem, ze nesav¢i druhy maji heterofily misto neutrofil.
Zajimavé ale je, ze néktefi autofi popisuji u ryb jak neutrofily, tak heterofily
(Hrubec a Smith, 2006). Pracoviété, ktera se zabyvaji hematologii ryb v Ceské
republice, kategorii ,heterofilni granulocyty” pfi vyhodnocovani leukogrami
nepouzivaji.

2.2.7. Vyvojova stadia krvinek

V krevnich natérech ryb se mohou objevovat také vyvojova stadia krevnich
bunék. Je to zptisobeno ponékud odliSnou krvetvorbou u ryb, které na rozdil
od savcl postradaji diferencovanou kostni dreft a hlavnimi hemopoetickymi
organy jsou v larvalnim stadiu pronefros av dospélosti mezonefros. Diferenciace
krevnich bunék a jejich dozravani odpovida u ryb jejich evolu¢nimu stupni, coz
se projevuje pfitomnosti nezralych krevnich elementt v krevnim recisti.

2.2.7.1. Vyvojova fada lymfocyti

Kromé zralych lymfocytd mohou byt zaznamenana také jejich vyvojova
stadia, lymfoblasty a prolymfocyty. Oba typy bunék jsou vétsi nez zralé
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lymfocyty (10-15 pm) (Doubek a kol., 2003), jadro je obvykle oblé, ale mize
mit i nepravidelné okraje, zaujima vétSinu plochy buriky a zpravidla je umisténo
excentricky. U lymfoblastd je chromatin jadra méné kondenzovany a mohou
zde byt viditelné hrudky chromatinu a jadérka (Schalm a kol., 1975).

2.2.7.2 Vyvojova fada monocytt

Matefskou burikou monocytarni fady je monoblast, dosahujici velikosti
14-18 pm. Kulaté jadro vypliiuje témér celou bunku, bazofilni cytoplazma
obklopuje jadro uzkym lemem. Monoblast vyzrava v promonocyt, ktery je jesté
vétsi (cca 20 pm), ma ledvinovité jadro s jemné vlaknitym chromatinem. Na
pozadi Sedomodré cytoplazmy se mohou objevit azurofilni granule. Obrysy
cytoplazmy jsou neostré (Doubek a kol., 2003).

2.2.7.3 Vyvojova fada granulocytt

Kmenovou burikou je myeloblast (velikost 8-14 um, velké jadro, uzky
lem silné bazofilni cytoplazmy bez granuli, dalSimi vyvojovymi stadii jsou
promyelocyt a myelocyt (velikost 25-28 um; obr. 11). Od myeloblastu se lisi
jednak napadnou velikosti, ale také hrubsi strukturou jadra a SirSim lemem
cytoplazmy. U myelocytl se v cytoplazmé misty objevuji zény acidofilniho
projasnéni (Doubek a kol., 2003). Nasleduje metamyelocyt (obr. 12), u néhoz
dochazi ke zmenseni velikosti bufiky a ke zméné tvaru jadra na Gzce ledvinovité,
pfisedlé ke sténé bunky. Dalsi vyvojova stadia, ,tycka” a ,segment” jsou po
vzoru savcl pokladana za ,zrald”. VétSina autord se podrobnéjsim urcenim
stadii granulocytll nezabyva a spokoji se s délenim na neutrofily, eozinofily,
pripadné bazofily. Néktefi autofi rozliSuji myelocyty, metamyelocyty, ,tycky”
a ,segmenty” (Modra a kol., 1998; Palikova a kol., 1999).

Presné zarazeni nejmladsich vyvojovych stadii je ponékud komplikované
a vyzaduje jistou zkuSenost. Nékdy je tedy jako soucast bilého krevniho
obrazu zarazovana obecné skupina blastd bez blizSiho urceni, zda se jedna
o prekurzory lymfocytd, monocytl ¢i granulocytd (Witeska a kol., 2010).

"/_1'
e ¢

20 um

Obr. 11. Neutrofilni myelocyt tlamouna nilského (Oreochromis niloticus). (Kresba
a foto: M. Palikovd)
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-

10 pm

Obr. 12. Neutrofilni metamyelocyt kapra obecného (Cyprinus carpio L.). (Kresba
a foto: M. Palikovd)

2.2.8. Trombocyty

Trombocyty sice nepatfi mezi leukocyty, ale jsou nedilnou soucasti
krevnich natérd, a proto je tfeba se o nich zminit. Jejich hlavni funkce spociva
v Uclasti v procesu koagulace krve. Na rozdil od savcd jsou trombocyty ryb
vybaveny jadrem. Maji variabilni tvar, ktery zavisi na stupni jejich aktivace
v rdmci koagulace. Mohou byt Spicaté, ovalné, nebo zcela kulaté, vzhledem
a velikosti pripominajici lymfocyty (Hrubec a kol., 2006) (obr. 13). Ve starsi
literatufe byvaji nékdy oznacovany jako ,spindlecells” - ,vietenovité burky”
(Ellis, 1977). Néktefi autofi uvadéji u trombocytd i jistou schopnost fagocytozy
(napt. Thuvander a kol., 1987).

Trombocyty se v natérech ¢asto agreguji do skupin, a jak uz bylo rfeceno,
svym tvarem a velikosti mohou velmi pfipominat lymfocyty, se kterymi si je
muizeme ve Spatné obarvenych natérech i splést. Pfi spravném obarveni se
odliuji barvou cytoplazmy, kterd je rGzova (u lymfocytd modrd) a téméf
vzdy obklopuje celé jadro. Pfed vlastnim odecitanim je vhodné zhruba natér
prohlédnout, podivat se, jak je nabarveny a urcit si zakladni buriky.

_ (e -

10 pm

Obr. 13. Trombocyt kapra obecného (Cyprinus carpio L.). (Kresba a foto: M. Palikovd)
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2.3. Vlastni metodicky postup

Diferencidlni pocet leukocyt(i se odecita z obarveného krevniho natéru za
pomoci svételného mikroskopu. Metodicky postup lze rozdélit do nékolika
kroki: odbér krve, zhotoveni krevniho natéru, barveni krevniho natéru
a mikroskopické vyhodnoceni obarveného natéru.

2.3.1. Odbér krve

Pomicky: utérka, injekéni jehla pfimérené velikosti, injek¢ni stfikacka,
heparin, hodinové skli¢ko, papirové utérky, jednorazové rukavice (obr. 14).

Obr. 14. Pomticky pro odbér krve. (Foto: E. Zuskovd).

Pfi odbéru krve ryb je nutné dodrzovat zasady welfare dle zakona na
ochranu zvifat proti tyrani (¢. 246/1992 Sb., ve znéni pozdéjsich predpist).
Odbér krve se provadi bezprostfedné po vyloveni ryb z vody. Metoda odbéru
se voli podle toho, kolik krve poZadujeme, jaka je velikost a dalsi osud
odebiranych ryb. Chceme-li jednotlivé ryby odebirat opakované, odebirame
jen nejnutnéjsi mnozstvi krve, které je pro dané vysetieni zapotrebi. V pripadé
krevnich natérd stac¢i odebrat minimalni mnozstvi (stac¢i 1 kapka = 0,05 ml)
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cerstvé plné krve, anebo (pokud nemame moznost udélat natér ihned po
odbéru) krve stabilizované antikoagula¢ni (protisrazlivou) latkou.

Ze Skaly antikoagula¢nich latek pouzivanych u savcl se pro stabilizaci rybi
krve jednoznacné nejlépe osvédcil vodny roztok sodné soli heparinu, dostupny
v lékarnach na predpis humanniho nebo veterinarniho lékafe pod nazvem
Heparininj. Koncentrace heparinuvtomto pfipravkuje 5000 m.j. (mezinarodnich
jednotek)/ml. Pfi odbéru krve sladkovodnim rybam je obecné doporuceno
pouziti 50 m.j. heparinu/ml krve (t.j. zhruba 1 kapka Heparinu inj. na 1 ml krve).
Heparinem je tfeba proplachnout zejména injekéni jehly, které budou k odbéru
pouzivany, eventudlnéistrikacky. Pokud se odebira malé mnoZzstvikrve (do 1ml),
neni tfeba heparin odmérovat, staci pouze proplachnout jehlu a stfikacku
a prebytecny heparin vystfiknout zpét do ampulky. Je vhodné nechat heparin
v jehle a stfika¢ce pred odbérem vyschnout, aby nedochazelo k naredéni
odebraného vzorku a v disledku toho k hemolyze krvinek (citliva je napft. krev
lina obecného (Tinca tinca) nebo tlamouna nilského (Oreochromis niloticus).

Pro potifeby nékterych laboratornich analyz, jako je napfiklad stanoveni
oxidativniho vzplanuti fagocytd, je nutno zachovat u vsech odebiranych vzorkd
krve stejny pomér mnozstvi heparinu a krve (napt. 50 m.j. na 1 ml), aby nedoslo
ke zkresleni vysledkd, nebot heparin fagocytarni aktivitu inhibuje.

Mnozstvi heparinu, které je zapotrebi pro zabranéni koagulace odebrané
krve, je také vazano na druh ryby: zatimco pro stabilizaci krve nejbéznéjsich
druhtd ryb, jako napf. pstruh ¢i kapr, sta¢i odbérovou stiikacku s jehlou
heparinem pouze proplachnout, u okounovitych ryb (candat, okoun) je tfeba
pouzit viditelné mnozstvi heparinu (1 dil heparinu na 8-9 dild krve).

Pfi odbéru krve od druhu ryb, se kterym nemame zkusenost, je vhodné
si samotny odbér nejdfive vyzkouSet na nékolika kusech s rlznymi davkami
heparinu a sledovat, za jakou dobu a pfi jak velkém mnozstvi heparinu se krev
zacne srazet.

2.3.1.1. Metoda odbéru krve z cévy

Nejpouzivanéjsi metodou odbéru krve u ryb s hmotnosti vy$si nez 20 g je
punkce ocasnich cév. Vylovena ryba se za pomoci mokré utérky fixuje k podlozce
tak, aby zlstala zpfistupnéna ventro-lateralni (spodné-bo¢ni) strana ocasniho
nasadce. Injek¢ni jehla prfimérené velikosti (pro mensi ryby do hmotnosti cca
100 g je ideadlni jehla Sife 0,8 mm - zelena, u vétsich ryb je mozno pouzit jehlu
o sile 1,2 mm - rlZovou), pevné nasazena na kénus injek¢ni stiikacky, se zavadi
1 cm kaudalné za fitni ploutev pod Uhlem 45° od osy patere z ventralni strany
ryby nebo z mirné lateralni strany ryby nad fitni ploutvi. Smér vpichu je tedy
kraniodorsalni (hlavo-horni). Z mista vpichu se zpravidla odstranuje Supina, nebo
je také mozné provést vpich pod Supinu.
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Jehla se zavadi pomalu za pouziti mirného tlaku tak, aby byl prekonan
odpor svaloviny. Takto pfi Setrném postupu dojde nejprve k nabodnuti ocasni
zily, coz se pozna podle Uniku krve z kénusu jehly do stfikacky. Pfi rychlejsim
postupu hrot jehly projede zpravidla ocasni Zilou i tepnou a narazi na tvrdou
prekazku obratlového téla. V takovém pfipadé se jehla mirné povytahne zpét
a odebira se krev z ocasni tepny nebo zily, coz neni mozné rozlidit. Pfi zavadéni
jehly kolmo na podélnou osu téla je vzhledem k Sikmému postaveni cévnich
vybézkd vétsi pravdépodobnost, Ze se narazi pravé na néktery z nich a pak
je nutno vpich opakovat, coz pfi vySe popsaném postupu prakticky odpada
(Svobodova a kol., 2012).

Pfi odbéru z ocasnich cév jeseterovitych ryb neni mozno se orientovat
podle patefe, nebot chrupavcitou chordou injekéni jehla pomérné snadno
projde. Je proto nutno spravny bod vpichu odbérové jehly najit podle zevnich
orientacnich bod0. Heparinizovand injeke¢ni stfikacka s pevné nasazenou
jehlou se zavadi do ocasniho nasadce pod ventralni vybézek nékterého
z dobre viditelnych kosténych stitk( v lateralni radé. Stfikacka s jehlou se
zavadi kolmo, mirnym tlakem k prekonani slabého odporu svaloviny. Jedina
tkan, kterd pfi tomto zplsobu odbéru klade jehle odpor, je az sténa cévni. Jeji
prekonani je signalizovano nabérem krve do stiikagky. Castou komplikaci pfi
rychlejsim postupu punkce byva proniknuti jehly skrz cévu, pfi kterém se jiz
krev ve stiikacce objevi, ale dale netece. V tomto pfipadé je nutné jehlu opét
povytahnout zpét, dokud se nevrati do stfedu cévy.

Po ukonceni odbéru krve je nutné misto vpichu povrchové desinfikovat
béznym zplsobem. Podrobnéjsi popis odbérl s obrazovymi pfilohami je
prehledné uveden v publikaci Svobodova a kol. (2012).

2.3.1.2. Metoda odbéru ze srdce

Tuto metodu Ize pouzit pro odbér krve u plidku s minimalni hmotnosti
8 graml. K odbéru se pouziva cca 200 mm dlouha sklenéna kapilara, jejiz vnitini
povrch je pfed pouzitim potazen jemnym filmem roztoku heparinu. U vétsich
ryb I1ze k odbéru pouzit heparinizovanou injekéni jehlu. Odbér ze srdce vyZzaduje
znacnou presnost, nebot pfi razantnéjsim vpichu jehla snadno projede srde¢ni
dutinou a na rozdil od odbéru z ocasni cévy neni v blizkosti zadna tvrdsi tkanova
struktura (pater), podle které se Ize zorientovat. Podrobny postup odbéru ze
srdce je popsan Svobodovou a kol. (2012).

2.3.1.3. Odbér krve u plidku o hmotnosti ménénez8 g

Nékdy je v ramci diagnostiky nebo experimentu potreba ziskat krev z ryb,
jejichz velikost neumoziiuje zadny z vySe popsanych odbérd krve. Tehdy
pfistupujeme k metodé odbéru ustfizenim ocasniho nasadce. Je nutno pouzit
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dokonale ostré nlzky ¢i skalpel, aby fez byl &isty. Timto zplsobem je mozno
ziskat pouze velmi malé mnoZzstvi krve, ale pro zhotoveni krevniho natéru
a nasledné stanoveni leukogramu by mélo byt dostacuijici.

Pozndmka: VSechny metody odbéru krve ryb vyZaduji zru¢nost a cvik,
nebot neni mozZno (na rozdil od savct) cévy, eventudlné srdce, lokalizovat
zrakem ani hmatem a vpich jehly se provddi v podstaté ,naslepo”. Cilem je
co nejrychlejsi ndbér potrfebného mnoZstvi krve v zdjmu dosaZeni co nejlepsi
kvality odebraného vzorku a predevsim v zdjmu minimalizace casu, kdy je
nutno drzet rybu mimo vodni prostredi.

2.3.2. Zhotoveni krevniho natéru

Krevni natér lze zhotovit z cerstvé odebrané pIné krve, anebo z krve
s obsahem protisrazlivého prostfedku (u sladkovodnich ryb se pouziva sodna
stl heparinu).

Pomiicky (obr. 15):

e odmasténé podlozni sklo (pokud mozno s jednostrannym zabrusem) -
k odmasténi se pouzivaji bézné detergencni prostfedky, po nasledném
oplachnuti vodou se sklicka namo¢i do 96% etanolu, nebo smési etanol
+ éter 1: 1 a poté se skla nechaji volné uschnout na vzduchu, popfipadé
se dolesti papirovou utérkou ¢i textilnim hadfikem, ktery nepousti
vlakna,

e sklenéna tyc¢inka nebo automaticka pipeta pro malé objemy (2-20 pl),

e tuzka pro oznaceni sklicka (pokud pouzivame sklicka bez zdabrusu,
budeme potiebovat k oznacdeni prepardtu diamant nebo papirové
nalepky),

e roztérové sklicko se zkosenymi hranami, pfipadné specialni roztérovou
Spachtli z umélé hmoty,

e miizka nebo sklenéné ,sarnky” (dvé sklenéné trubi¢ky spojené na obou
koncich gumovou hadi¢kou),

e hranata miska nebo hlubsi tac (vhodna je napi. fotomiska),

e fixa¢ni prostfedek (metanol) - v pfipadé, Ze neni mozno barvit natéry
hned po odbéru.
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Obr. 15. Pomucky pro zhotoveni krevniho ndtéru. (Foto: E. Zuskovd)

Pracovni postup (obr. 16):

Pomoci sklenéné tycinky nebo automatické pipety naneseme kousek od
okraje zabrusu podlozniho skla kapku krve. Pouzivame-li automatickou pipetu,
volime objem krve 5-7 pl. Pod Uhlem 30-40° pfilozime ke kapce roztérové
skli¢cko tak, aby se krev rozlila po celé délce prfiloZzené hrany. Lehkym plynulym
pohybem smérem k opa¢nému konci podlozniho skli¢ka vytvofime natér. Cim je
doba roztéru kratsi, tim je natér tenci. Natér by mél byt rovhomérny, stejnorody
a pfimérené tenky. Mél by mit dlouhé rovné okraje a na konci prechazet do
ztracena, a to alespor 1-2 cm pred koncem skli¢ka. Nikdy neroztirame krev pred
sklickem, ale jakoby ji tdhneme za roztérovym sklickem. V opa¢ném pfipadé se
ni¢i krevni buriky. Na zabrus sklicka napiSeme identifika¢ni udaje o odebrané
krvi, datum a ¢islo vzorku. Hotovy natér nechame na vzduchu dobfe zaschnout,
pficemz je nutné ho chranit pred znecisténim a pred hmyzem.

Natér by mél byt obarven do 4 hodin po zaschnuti. Pokud vytvoreny natér
nebudeme bezprostfedné barvit, je jesté nutné provést jeho fixaci pomoci
metylalkoholu. Sklicko s dokonale suchym natérem se vlozi na ,sanky” tak,
ze vsechny jeho strany jsou volné a prebytecny metylalkohol tedy mize volné
stékat na podkladovy tac. Vyschly fixovany preparat lze pak uchovavat delsi
dobu bez barveni.
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Obr. 16. zhotoveni krevniho ndtéru. (Schéma: E. Zuskovd)

2.3.2.1. Nejcastéjsi chyby krevnich natéra:
e Silny natér po celé délce skla.
e Mastna oka v natéru v ddsledku Spatné odmasténého skla.
e Viditelné nerovhomérné pruhy v natéru vzniklé vyvinutim nadmérného
tlaku na roztérové sklicko (nebo Spachtli).
e Silna vrstva na konci preparatu, kdy roztérové sklo (nebo Spachtle) bylo na
zavér rychle zvednuto a natér tak nepfechazi do ztracena, coz je chyba.

2.3.3. Barveni

Nejcastéji pouzivanou ,klasickou” metodou barveni krevnich natérd je
panoptické barveni dle Pappenheima. Prostfednictvim této barvici metody Ize
v obarveném preparatu kromé samotnych krvinek zvyraznit i dalsi struktury,
jako jsou napf. azurofilni granula, eventualné krevni parazité.

V poslednich letech jsou na trhu i rdzné komer¢né vyrabéné kity pro
s klasickymi metodami ¢asové méné narocné. Nékdy jsou natéry obarvené
pomoci komerc¢nich kitd dokonce na pohled lepsi nez duplikaty barvené
panopticky.
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2.3.3.1. Klasické barvici metody

Pracovni postup obecné:

Krevni natéry mzeme barvit ponorovanim sklicek s natéry do kyvet
s barvivy, nebo vrstvenim barviv na natéry rozlozené ve vodorovné poloze na
barvici mfizce nebo ,sankach” polozenych pres hlubsi tac.
Pomdicky:

sklenéné kyvety,
kapatka nebo plastové pipety (,pasterky”),
barvici stolek, mfizka nebo ,sanky".

Panoptické barveni dle Pappenheima
Barviva:

May-Grunwald: eosin Y - metylenova modr 1 g + glycerol 50 ml + methanol 100 ml.

Giemsa-Romanowski: Azureosin Il 3 g + Azur Il 0,8 g + Glycerol 250 g +
metylalkohol 250 g (pfed pouZitim naredit fosfatovym pufrem v poméru 1: 9).

Zakladni pufry:
0,067 mol.I" KH,PO,: 9,07 g + doplnit do 1 000 ml destilovanou vodou.

0,067 mol.I" Na,HPO,: 9,45 g + doplnit do 1 000 ml destilovanou vodou.

Fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8 (rozpis pro 1 000 ml):

0,067 mol.I" KH,PO,: 25,4 ml + 0,067 mol.I" Na,HPO,: 24,6 ml + doplnit do
1 000 ml destilovanou vodou.

Pracovni postup:

1.

Suché nativni, eventudlné fixované natéry rozlozime na barvici mfizku
tak, aby se skla vzajemné nedotykala.

Pipetou nebo kapatkem prevrstvime natér barvivem May-Grinwald
a nechame pusobit 3 min.

Po tfech minutach nafedime barvivo na natéru cca 25 kapkami
fosfatového pufru a nechame pusobit 2 min.

Naredéné barvivo slijeme ze sklicek, neoplachujeme a ihned prevrstvime
barvivem Giemsa-Romanowski. Nechame plsobit 15-30 min. (spravnou
délku barveni ur¢ime mikroskopickou kontrolou namatkou vybraného
natéru).

Barvivo slijeme z natérd a jednotlivé je oplachneme pod tekouci vodou.
Nechame natéry uschnout volné na vzduchu v kolmé nebo Sikmé
poloze.
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Vysledky barveni:

jadra - Cervenofialova

lymfocyty - plazma modr3,

monocyty - plazma blankytné modra,

granulocyty - neutrofilni granula Sedomodra; eozinofilni granula medova
az rlZzova; bazofilni granula hnéda az hnédofialova

Barveni dle Giemsy

Slouzi k diferenciaci bunécnych struktur, vytvari typické nachové zbarveni jader.
Casto se vyuziva i v parazitologii, je vhodné pro zvyraznéni krevnich protozoi.
Barvivo se pred pouzitim fedi fosfatovym pufrem o pH 6,7-6,8. Pfipravovany
roztok neni stabilni, proto je nutné pfipravovat vzdy Cerstvy.

Barvivo: Giemsa-Romanowski: Azureosin Il 3 g + Azur Il 0,8 g + Glycerol 250 g

+ metylalkohol 250 g

Fosfatovy pufr: viz barveni dle Pappenheima

Pracovni postup:

1.

Suché natéry fixujeme methanolem a nechdame zaschnout volné na
vzduchu ve vodorovné poloze.

Fixované natéry ponofime do kyvety s barvivem Giemsa-Romanovski
naredénym fosfatovym pufrem 1: 10 na 15-30 min. Lze provadét i ve
vodorovné poloze navrstvenim barviva na skli¢cka rozlozena na mfizce.
Oplachneme natéry pod tekouci vodou a nechame volné uschnout na
vzduchu v kolmé nebo Sikmé poloze.

Vysledky barveni:

jadra - purpurova do fialova,

lymfocyty - plasma modr3,

monocyty - plasma Sedomodr3,

granulocyty - neutrofilni granula Sedomodra; eosinofilni granula ¢ervena
do Sedomodra,

krevni paraziti - jddra jasné Cervena,
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2.3.3.2. Komerc¢ni barvici kity

Hemacolor®

Je jednim z nejpouzivanéjSich barvicich kitl. Souprava obsahuje 3 roztoky
pfipravené pro okamzité pouziti (A. fixa¢ni roztok, B. ¢erveny roztok a C. modry
roztok) a fosfatovy pufr pH 7,2 v tabletach. Pfesné slozeni jednotlivych roztokd
neni vyrobcem uvedeno. Roztoky se dodavaji ve 100 ml nebo 500 ml baleni
a jsou postacujici pro obarveni 250, respektive 1 000 natérd. Barveni natéru
trvd v prdméru 30 sekund a muze byt provddéno manualné ve sklenénych
kyvetach, nebo vautomatické barvicilince. Vysledek barveni za uzitiHemacoloru
je srovnatelny s Pappenheimovou barvici metodou (obr. 37, 38) a navic Setfi
¢as nejen samotného barveni, ale i ¢as nutny pro pfipravu roztokd.

Diff-Quick

Tento barvici kit byl vyvinut na bazi barveni dle Romanowského. Jeho
nespornouvyhodouje ¢asova Uspora pfibarvenikrevnich natérd a histologickych
fezl. Souprava obsahuje fixa¢ni roztok (Ize jej nahradit methanolem), barvici
roztok | a barvici roztok Il (pfesné slozeni roztokl vyrobce neuvadi).

Pracovni postup:
1. suchynatér ponofime do kyvety s Diff-Quick fixativem nebo methanolem

na 30 sec., poté nechame okapat,

ponotime do kyvety s roztokem ,Diff-Quick II" na 30 sec., nechame okapat,
ponotime do kyvety s roztokem ,Diff-Quick I” na 30 sec., nechame okapat,
oplachneme pod tekouci vodou, abychom odstranili prebyte¢né barvivo,
nechame volné uschnout, nebo pro urychleni odvodnime kratkym
ponoienim do absolutniho alkoholu.

usWwN

2.3.3.3. Nejcastéjsi chyby vzniklé barvenim
e P¥ilis kyselé pH oplachové vody vyvola rdzovou barvu natérd, zasadité
pH vody vyvola modré zbarveni natérd.
e Pokud se natér pfi oplachovani smyje, nebyl dokonale suchy, nebo
nedoslo k jeho dostatec¢né fixaci.
e Staré krevni natéry byvaji ¢asto prebarvené.

2.3.4. Mikroskopie barvenych natérd

Obarvené krevni natéry se hodnoti pfi tisicinasobném zvétSeni
(10x zvétSeni okularu x 100x zvétSeni objektivu). Pokud pracujeme
s imerznim objektivem, kapneme na natér imerzni olej, ktery po zaostreni
.propoji“ preparat s objektivem. Poc¢ita se 200 (eventualné 100) leukocyta
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a zaznamendva se zastoupeni jednotlivych typl bunék bilé krevni fady
(tuzkou na papir nebo pomoci mechanického ¢i digitalniho pocitadla). Natér
je nutno prohlizet meandrovité jednim smérem tak, abychom nezapoditali
2x stejnou buriku a ziskali tak objektivni vysledek. Buriky je mozné hodnotit
pouze v mistech, kde neni hustota natéru pfilis velka a bunky se vzajemné
neprekryvaji. Jednotlivé typy bunék byly popsany v kap. 2.2 a jsou zachyceny
na fotografiich v kap. 2.6.

2.4. Diferencialni pocet leukocyti sladkovodnich ryb

2.4.1. Diferencialni pocet leukocytl kostnatych ryb (Teleostei)

e Prevazna vétsina granulocytld kostnatych ryb je neutrofilnich.
e V ramci granulocytarni fady se u vétSiny ryb, az na pstruha, nejvice
vyskytuji neutrofilni metamyelocyty a poté myelocyty.
e U lososovitych ryb byvd zaznamenan mensi podil nezralych forem
krevnich bunék nez u kaprovitych.
Priklady publikovanych diferencidlnich pocth leukocytd rlznych druhd
sladkovodnich kostnatych ryb jsou uvedeny v tab. 2.

2.4.1.1. Kaprovité ryby

Priklady jednotlivych typt bilych krvinek kaprovitych ryb jsou zachyceny na
obr. 17-34. U kaprovitych ryb jsou popisovany lymfocyty, monocyty, neutrofilni
granulocyty rlznych vyvojovych stadii (viz kap. 2.2.7.3.), ojedinéle eozinofilni
granulocyty a vzacné bazofilni granulocyty. Neutrofilni metamyelocyty
s vakuolizovanou cytoplazmou byvaji nékdy pokladany za ,plazmatickou
buriku” (obr. 20).
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STANOVENI DIFERENCIALNIHO POCTU LEUKOCYTU RYB

Kapr obecny (Cyprinus carpio, L.)
V krevnich natérech kapra obecného (obr. 17-23) prevazuji lymfocyty.
Z granulocytl byvaji nej¢astéji zaznamendavany neutrofilni metamyelocyty.
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Obr. 17. Krevni ndtér z kapra obecného, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
E - erytrocyt, NSeg - neutrofilni ,segment’, T - trombocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 18. Krevni ndtér z kapra obecného, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
M - monocyt, NMet - neutrofilni metamyelocyt, T - trombocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 19. Krevni ndtér z kapra obecného, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
NMet - neutrofilni metamyelocyt, NTy¢ - neutrofilni ,tycka’, T - trombocyt). (Foto: M.

Palikova)
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Obr. 20. Krevni ndtér z kapra obecného, barveny dle Pappenheima. Neutrofilni
metamyelocyt s vakuolizovanou cytoplazmou nékdy byvd oznacovdn jako ,plazmatickd
burika” (L -lymfocyt, NMet - neutrofilni metamyelocyt, NSeg- neutrofilni ,segment”).

(Foto: M. Palikova)
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Obr. 21. Krevni ndtér z kapra obecného, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt, NMet
- neutrofilni metamyelocyt, NE - nezraly erytrocyt, B - blast, T - trombocyt). (Foto: M.
Palikova)

E rozpadly ii
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Obr. 22. Krevni ndtér z kapra obecného, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt, NMet
- neutrofilni metamyelocyt, E - erytrocyt, NE - nezraly erytrocyt). (Foto: M. Palikova)
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Obr. 23. Krevni ndtér z kapra obecného, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
Mo - monocyt). (Foto: M. Palikovd)

Amur bily (Ctenopharyngodon idella)
Diferencidlni pocet leukocytd i vzhled krevnich bunék (obr. 24-26) je
u amura obdobny jako u kapra obecného.
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Obr. 24. Krevni ndtér amura bilého, barveny dle Pappenheima (Mo - monocyt).
(Foto: M. Palikovad)
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Obr. 25. Krevni ndtér amura bilého, barveny dle Pappenheima (NMet - neutrofilni
metamyelocyt). (Foto: M. Palikovad)
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Obr. 26. Krevni ndtér amura bilého, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
T - trombocyt). (Foto: M. Palikovad)
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Tolstolobik bily (Hypophthalmichthys molitrix)
Zastoupeni jednotlivych typl krevnich bunék a jejich vzhled (obr. 27, 28) je
podobny jako u ostatnich kaprovitych ryb.

Obr. 27. Krevni ndtér tolstolobika bilého, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
T - trombocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 28. Krevni ndtér tolstolobika bilého, barveny dle Pappenheima (NMet - neutrofilni
metamyelocyt, T - trombocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Jelec tloust (Squalius cephalus)
Jelec tloust je vzhledem k jeho rozsifeni témér ve vsech tekoucich

povrchovych vodach vyuzivan pfi monitoringu znecisténi cizorodymi latkami.
Zastoupeni jednotlivych typd krevnich bunék a jejich vzhled (obr. 29, 30) je
podobny jako u ostatnich kaprovitych ryb.
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Obr. 29. Krevni ndtér jelce tlousté, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
T - trombocyt, NTy¢ - neutrofilni ,tyc¢ka”). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 30. Krevni ndtér jelce tlousté, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
Mo - monocyt, T - trombocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Parma obecna (Barbus barbus)

Diferencidlni pocet leukocytd parmy obecné se provadi zejména pfi
sledovani vlivli prostfedi na fyziologické parametry. Zastoupeni jednotlivych
typa krevnich bunék a jejich vzhled (obr. 31) je podobny jako u ostatnich
kaprovitych ryb.
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Obr. 31. Krevni ndtér parmy obecné, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt, NTy&
- neutrofilni ,tycka”). (Foto: M. Palikovd

2.4.1.2. Lososovité ryby

Hlavnim zastupcem lososovitych ryb je pstruh duhovy (Oncorhynchus
mykiss). Priklady jednotlivych typl bilych krvinek pstruha duhového jsou
zachyceny na obr. 32-36. Oproti kaprovitym maji mensi podil nezralych forem
neutrofilnich granulocytd a vyssi podil ,segmentd” s typickym lalo¢natym
jadrem (obr. 32, 35 a 36). Nékdy se mizeme setkat s naznakem segmentace

i u jader lymfocyta (obr. 34).
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Obr. 32. Krevni ndtér pstruha duhového, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
E - erytrocyt, NE - nezraly erytrocyt, NSeg - neutrofilni segment). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 33. Krevni ndtér pstruha duhového, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
NE - nezraly erytrocyt, T - trombocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 34. Krevni ndtér pstruha duhového, barveny Hemacolorem (L - lymfocyt,
Mo - monocyt). (Foto: M. Palikovd)

Obr. 35. Krevni ndtér pstruha duhového, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
Mo - monocyt, NSeg - neutrofilni ,segment”). (Foto: M. Palikova)
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Obr. 36. Krevni ndtér pstruha duhového, barveny Hemacolorem (NE - nezraly erytrocyt,
NSeg - neutrofilni segment). (Foto: M. Palikovad)

2.4.1.3. Ostatni druhy
Priklady jednotlivych typ bilych krvinek nékterych dalSich druht kostnatych
ryb jsou zachyceny na obr. 37-47.
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Sumec velky (Silurus glanis)
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Obr. 37. Krevni ndtér sumce velkého, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
Mo - monocyt, T - trombocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 38. Krevni ndtér sumce velkého, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
T - trombocyt, NMet - neutrofilni metamyelocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Uhot fi¢ni (Anguilla anguilla)
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Obr. 39. Krevni ndtér udhore fi¢niho, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
T - trombocyt, NTy¢ - neutrofilni ,tycka”). (Foto: M. Palikova)

Obr. 40. Krevni ndtér uhore fi¢niho, barveny dle Pappenheima (NSeg - neutrofilni
,segment’, T - trombocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 41. Krevni ndtér thore fi¢niho, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
T - trombocyt, EMet - eozinofilni metamyelocyt). (Foto: M. Palikovd)

Okoun fi¢ni (Perca fluviatilis)
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Obr. 42. Krevni ndtér okouna fi¢niho, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt, T -
trombocyt, NTy¢ - neutrofilni ,tycka’, NSeg - neutrofilni ,segment”). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 43. Krevni ndtér okouna Fi¢niho, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt, NSeg
- neutrofilni ,segment”). (Foto: M. Palikovd)

Candat obecny (Sander lucioperca)
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Obr. 44. Krevni ndtér canddta obecného, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
NMet - neutrofilni metamyelocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 45. Krevni ndtér canddta obecného, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
Mo - monocyt). (Foto: M. Palikovad)

Tlamoun nilsky (Oreochromis niloticus)

a O .

Obr. 46. Krevni ndtér tlamouna nilského, barveny dle Pappenheima (NMet - neutrofilni
metamyelocyt, NMy - neutrofilni myelocyt). (Foto: M. Palikova)
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Obr. 47. Krevni ndtér tlamouna nilského, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
T - trombocyt, NMy - neutrofilni myelocyt, Mo - monocyt). (Foto: M. Palikova)

2.4.2. Diferencialni pocet leukocytti chrupavcitych ryb (Chondrostei)

e Chrupavcité ryby maji leukogramy podobnéjsi savcim:

o Malo se vyskytuji vyvojové mladsi formy granulocytd: neutrofilni
myelocyty do 1 %, neutrofilni metamyelocyty cca do 4 %, eozinofilni
myelocyty 0 % a metamyelocyty pouze ojedinéle (max. 0,5 %).

o Je pozorovano vy3si zastoupeni neutrofilnich ,ty¢ek” nez ,segmentd”
(jeseter hvézdnaty, Acipenser stellatus 11,2/7,4, jeseter sibirsky,
Acipenser baerii 11,6/9,5 a vyza velkd, Huso huso 14/4,4).

o Je pozorovano vyssi zastoupeni eozinofilnich ,segmentd” (obr. 52)
nez ,tycek” (A. stellatus 0,5/3,7, A. baerii 0,4/2,7 a H. huso 1,9/2,4).

o Neutrofilni segmenty maji typicky nékolikalalo¢naty vzhled (obr. 48)

e Mezi jednotlivymi druhy chrupavcitych ryb jsou morfometrické rozdily

v souvislosti s Urovni ploidie (¢im vyssi ploidie, tim vétsi burky).

e Druhové specifické jsou i poméry ty¢ek/segmentdm.
Priklady publikovanych diferencialnich poctd leukocytd chrupavditych ryb jsou
uvedeny v tab. 2, jednotlivé typy bunék jsou zachyceny na obr. 48-54.
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Jeseter sibifsky (Acipenser baerii)
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Obr. 48. Krevni ndtér jesetera sibirského, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
T - trombocyt, NSeg - neutrofilni ,segment”). (Foto: M. Palikova)
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Obr. 49. Krevni ndteér jesetera sibifského, barveny dle Pappenheima (ESeg - eozinofilni
,segment”). (Foto: M. Palikovd)
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Jeseter hvézdnaty (Acipenser stellatus)

® 9,95

Mo .
LY.
F“. o 'y -

Obr. 50. Krevni ndtér jesetera hvézdnatého, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
T - trombocyt, Mo - monocyt). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 51. Krevni ndtér jesetera hvézdnatého, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
NSeg - neutrofilni ,segment” ESeg - eozinofilni ,segment”). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 52. Krevni ndtér jesetera hvézdnatého, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt,
T - trombocyt, NSeg - neutrofilni ,segment”). (Foto: M. Palikova)
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Obr. 53. Krevni ndtér vyzy velké, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt, T - trombocyt,
ESeg - eozinofilni ,segment’, NSeg - neutrofilni ,segment”). (Foto: M. Palikovd)
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Obr. 54. Krevni ndtér vyzy velké, barveny dle Pappenheima (L - lymfocyt, NSeg -
neutrofilni ,segment”, NE - nezraly erytrocyt) (Foto: M. Palikova)

2.5. Zmény v diferencialnim poctu leukocytt

Hematologické vySetieni ryb muize byt uzite¢né pfi diagnostice nemoci
postihujicich bunécné slozky krve. Nékteré nemoci ryb se projevuji anémii
(snizenym poctem cervenych krvinek), leukopenii (snizenym poctem bilych
krvinek), leukocytézou (zvySenym poctem bilych krvinek), trombocytopenii
(snizenym poctem trombocytd) a dalSimi zmé&nami v zastoupeni jednotlivych
krevnich bunék. Posouzeni hemogramu muze byt vyuZito také pfi sledovani
prabéhu choroby nebo reakce na Iécbu. Pri interpretaci vysledk( je ale nutno
brat v dvahu vsechny vnéjsi a vnitini faktory, které je mohly ovlivnit (Campbell
a Ellis, 2007). Mezi vnitrni faktory ovliviiujici leukogram patfi napfriklad vék. Je
znamo, Ze juvenilni ryby maiji vy$si celkovy pocet bilych krvinek, zpsobeny vyssi
koncentraci lymfocytl, nez dospéli jedinci (Hrubec a kol., 2001). Stejny posun
v hemogramu muizeme zaznamenat i u ryb chovanych ve vy$si koncentraci,
a tedy vystavenych nepretrzitému kontaktu s vysokou koncentraci bakterii
a horsi kvalité vody (Hrubec a kol., 2000).

Vyznamnym faktorem ovliviiujicim leukogram ryb je stres. Leukocytarni
odezva na stresové faktory je u ryb podobna jako u savcl. Spociva v leukopenii
s lymfopenii (snizenym poc¢tem lymfocytd) a relativni granulocytézou
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(zvySenym procentudlnim zastoupenim neutrofilnich granulocytl v disledku
snizeni absolutniho po¢tu lymfocytt) (Roberts a Ellis, 2001). Zmény v krevnim
obrazu mohou pretrvavat jesté nékolik dni po eliminaci stresoru.

Zmnozeni neutrofilnich granulocytl (neutrofilie) zpravidla doprovazi
zanétliva onemocnéni, zejména ta vyvolana infek¢énimi pavodci (Groff a Zinkl,
1999).

K vyraznym zménam v absolutnim i relativhim zastoupeni jednotlivych
typl leukocytll, zejména lymfocytd a neutrofilnich granulocytd, dochazi po
vystaveni ryb plsobeni anorganickych i organickych toxickych latek. Priklady
takovych zmén zjisténych v experimentalnich podminkach jsou uvedeny
v tab. 3. Pfi vyuziti diferencidlniho poctu leukocytl jako jednoho z parametr(
stanovovanych pfi experimentech je nezbytné hodnotit zmény v souvislosti
s kontrolni skupinou!

Fyziologicka rozmezi absolutniho poctu i procentualniho zastoupeni
jednotlivych typl bilych krvinek jsou u ryb pomérné Siroka. Je to dano jejich
poikilotermii a velmi tésnou zavislosti na vnéjSim prostifedi. Proto je pfi
experimentech vzdy nutno porovnavat experimentalni skupinu se skupinou
kontrolni a ne s tzv. “fyziologickymi” hodnotami ryb vzhledem k tomu, ze
nékteré zmény mohou byt patrné i v ramci ,fyziologickych rozmezi”. Kontrolni
skupina musi byt chovana ve stejnych podminkach jako experimentalni a musi
s ni byt nakladano stejnym zplGsobem, kromé aplikace testované latky ¢i jiného
patogenniho cinitele (experimentalni infekce viry, bakteriemi, parazity nebo
plisnémi, testovani novych chovnych technologii atd.). Jak je patrné z prace
Palikova a kol. (2012), diferencialni pocet je dobré uvadét spolu s celkovym
poctem leukocytd, aby bylo mozno dopocitat absolutni pocty jednotlivych
typl bunék. Pouhé procentudlni vyjadieni nemusi podchytit skute¢né zmény
a je tfeba je prepocitat na absolutni pocty podle vzorce:

zastoupeni urcitého typu bunék (%)
X(G.F) = : — " 100
celkovy pocet leukocytt (G.I")

-50 -



RYB

DIFERENCIALNIHO POCTU LEUKOCYTU

STANOVENI

(LL07) 1% e 1]
(e6007) ‘10 © PN

(8002) '10% ¥38IIRA

(1107) 10 B Y38I13A

(96007) 10 @ 3}[3A

(8661) ‘10X © gAoxjjeq

CMICICTE}]

6'0F98'L 9L0F¥T'0 WLFES'E 8TTF 8%
L8'LFYE'S vCTF68'L LE'9F66'LE 6L'SF €9'LT
S6'L F £8' 00°L FSL'S 65'LF99'LL LY'LLFIL'ET
LTTF8TLL 9T'EF98'sL
OrFLLIL AER74] Iy F6S5TL 98'9F 6698
TFBS 67'€ F9070L
L8'TF 879 9E'LF L0 6L'LLFO0L'8L 8TSEFL'L6
L'8F L'6T V'ELF 99y
6'0L F8'7C V'ELF 99y
9'6L F9'6€ S'LLF S8
6L F€'5¢ FLLF GBS
snyod 2[013U0Y snyod e[0J}U0Y
£yf>oinuesb Jujyonnay ffropufy

B g'6l

61 2L

oIbw £'68
cIbrl

A 70
61 200

B 6’6l

wy'z,bybri oz

‘wy'z,.by b 009
wyz, Bybrl og
‘wy'z, bybri ¢

oeljuanuoy

496
496

496

406

496

1zodxd
eqoq

[2dnoy
|adnoy

|adnoy

[2dnoy

jadnoy

s043d

aeyde
qosndz

uidazeweqe)
uliyaudyig

uiznqUIR

ufnnqap

uiZNquId

J1Uls 3sewolq A
41 unsooniy

exe]

ynp ynisd

£no

qo idey

Awd

Kqfa
ynig

“wpyp| wifydix03 qh1 131zodxa od mAsoinupib yoyuigosnnau b nAsojwiAl nipod ugwz ysfupaosignd Apopiiid € *qQpg

-57-



2.6. Parazité, ktefi mohou byt identifikovani v krevnim natéru

Kromé krevnich bunék a rlznych artefaktd, vzniklych v pribéhu barveni,
mohou byt v krevnich natérech ryb zaznamenani také néktefi parazité nebo
jejich vyvojova stadia, vyskytujici se v periferni krvi.

2.6.1. Trypanosoma sp., Trypanoplasma sp.

Jedna se o krevni bicikovce, parazitujici v krvi ryb, ktefi napadaji zejména
kapra obecného, ale mohou byt zaznamenani i u jinych druhd ryb (lin, Stika,
amur atd.). Zastupci rodu Trypanosoma (obr. 55, 56) dosahuji délky téla
30-70 pm a maji jeden bicik. V evropskych povodich je nejrozsifenéjsim druhem
Trypanosoma danilewskyi. Zastupci rodu Trypanoplasma dosahuji délky téla
do 30 pm a maji dva nestejné dlouhé biciky, jeden smérujici dopredu, druhy
dozadu. Nejrozsifenéjsim druhem je Trypanoplasma borelii. Trypanosomy se od
trypanoplasem lisi StihlejSim télem a rychlejSim pohybem v nativnim preparatu
(Svobodova a kol., 2007).
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Obr. 55. Trypanosoma sp. v krevnim ndtéru thore fi¢niho - barveno dle Pappenheima.
(Foto: M. Palikovd)
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Obr. 56. Trypanosoma sp. v krevnim ndtéru kapra obecného - barveno dle Pappenheima.
(Foto: M. Palikova)

2.6.2. Haemogregarina sp.

Prislusnicirodu Haemogregarina (obr. 57) jsou protozoarni parazité zkmene
Apicomplexa, tfida Sporozoasida, fad Adeleina ¢eled Haemogregarinidae
(Mihalca a kol., 2002). Svym vyvojovym cyklem, ve kterém se stfidaji faze
merogonie, gamogonie a sporogonie, jsou velmi podobné kokcidiim (patfi do
stejné tridy). Typické je pro né také stridani hostitell. Jejich vyvojova stadia
jsou nachazena v erytrocytech, eventualné leukocytech obratlovcl véetné ryb,
zejména morskych (Davies a kol., 2004). Nejcastéji jsou v cervenych krvinkach
ryb nachazena vyvojova stadia druhu Haemogregarina bigemina (Davies
a Smit, 2001).
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Obr. 57. Haemogregarina sp. v krevnim ndtéru kapra obecného, barveno dle
Pappenheima. (Foto: M. Palikovd)

2.6.3. Sphaerospora dykovae (dfive S. renicola)

Je to jeden z parazitickych organismd kmene Myxozoa. V minulosti
byli tito paraziti fazeni mezi prvoky, ale v sou¢asné dobé je jim pfiznavana
pfislusnost k mnohobunéénym organismlm. S. dykovae cizopasi v ledvinach
kaprovitych ryb. Vyvoj vegetativnich stadii (pseudoplazmodii) a vznik spor
probiha v epitelidlnich bunikach ledvinnych kanalkd, coz ma za nasledek jejich
poskozeni. V urcité fazi vyvoje parazita jsou do periferni krve vyplavovana tzv.
K-stadia (obr. 58, 59), pokladana za prekurzory sporogonniho stadia (Baska
a Molnar, 1988; Holzer a kol., 2014).
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Obr. 58. Vyvojové stadium S. dykovae v krevnim ndtéru kapra obecného, barveno dle
Pappenheima. (Foto: M. Palikovd)

Obr. 59. Vyvojové stadium S. dykovae v krevnim ndtéru kapra obecného, barveno dle
Pappenheima. (Foto: M. Palikovd)
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3. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU“

Metodika predstavuje rozsifeni metodiky ¢ 122 Jednotné metody
hematologického vySetfovani ryb autorli Svobodovd, Pravda, Modra vydané
v roce 2012. Kromé teoretickych informaci o jednotlivych bunkach bilého
krevniho obrazujsouzde zapracovanyipraktické zkusenosti autort s odecitanim
leukogram ryb. Pro uzivatele metodiky je také velmi cenna obrazova pfiloha
obsahuijici fotografie krevnich natérd ¢trnacti druhl sladkovodnich ryb. Zamérné
byly vybrény i fotografie ne zcela typickych bunék a barevné nepfilis zdafilych
natérd, protoze s témi se uzivatelé zajisté setkaji ¢astéji nez s ,uc¢ebnicovymi”
priklady, které byvaji uvedeny v hematologickych publikacich.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je urcena pro praktické veterinarni lékafe plsobici v chovech
ryb, pro odborné pracovniky komer¢nich laboratofi a pro védecké a vyzkumné
pracovniky. Obrazova pfiloha muze uzivateldm slouzit k porovnani s jejich
vlastnimi nalezy.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Aplikace metodiky do praxe veterinarnich laboratofi pfinese zkvalitnéni
sluzeb rybarskému sektoru. Vyuziti komerc¢nich barvicich kit pfi stanovovani
leukogramu je sice nakladnéjsi, ale predstavuje vyznamnou casovou Usporu
a mnohdy je vysledek nejen srovnatelny, ale dokonce lepsi nez pfi vyuziti
klasickych barvicich metod.
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