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DIAGNOSTIKA JARNICH UHYNU KAPRU

1. CiL METODIKY

Poskytnout veterindrnim [ékaftm a chovatellm ryb piehled
o pravdépodobnych pfi¢inach dhynl kapri v jarnich mésicich a o moznostech
jejich diagnostiky.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1. Uvod

Jarni obdobi je pro ryby z hlediska zdravotniho stavu velmi naro¢né. Maji
zasebou nékolik mésict komorovani, kdy nepfijimaly potravu ajejich organizmus
byl energeticky saturovan pouze z tukovych zasob, rozvoj pfirozené potravy
teprve zacing, a i pfijem predkladané potravy je vzhledem k nizké teploté vody
zatim omezeny. Velmi zalezi na tom, v jakém vyzivném a zdravotnim stavu byly
ryby na podzim, v jakych podminkach (rybnicich) zimovaly a jaky byl teplotni
prabéh zimnich mésich. Zkuseni chovatelé uz maji vytipované rybniky, které
jsou pro komorovani nejvhodnéjsi, a b&hem celé vegetacni sezény se snazi
pecovat o ryby tak, aby byly na jejim konci v co nejlepsi kondici. Mnohdy viak
i pfes veSkerou snahu neni uz samotny start zimovani pro ryby optimalni.
Mohou byt oslabené v disledku parazitarni, bakterialni nebo virové infekce,
kterou prodélaly na sklonku léta a na podzim. V poslednich letech hraje
v nékterych oblastech vyznamnou roli i nedostatek vody v rybnicich, s tim
souvisejici kyslikové deficity a celkové oslabeni ryb. Ryba, jako poikilotermni
organizmus, kopiruje svou télesnou teplotou teplotu okolniho prostredi (vody)
a s tim souvisi i ménici se intenzita metabolizmu a aktivita imunitniho systému.
Pri poklesu teploty pod 8-5 °C se kaprovité ryby ukladaji do zimnich loZi, kde
svym zplsobem hibernuji, a sniZuji tak své energetické naroky na minimum.
Pokud béhem zimniho obdobi dochazi k otepleni vody, poklesu koncentrace
rozpusténého kysliku, zvySeni koncentrace oxidu uhli¢itého nebo amoniaku,
pomnoZeni ektoparazitl, k Utokdm predatord atd., ryby opoustéji sva zimni
loZze, coz pro né predstavuje nadbyte¢ny energeticky vydej. Jestlize tyto
situace b&hem zimy pretrvavaji déle nebo se nékolikrat opakuji, mlze se stat,
Ze jarni obdobi zastihne ryby ve vyrazné zhorseném kondi¢nim stavu. Funkce
imunitniho systému je v didsledku stale jesté nizkych teplot vody a Spatné
kondice ryb zhorsena, takze jakykoliv patogenni Cinitel se mdze uplatnit v piné
SiFi.

Zdravotni stav ryb by mél byt sledovan v priibéhu celého roku. I v zimé, kdy
rybniky byvaji pokryté vrstvou ledu a snéhu, je nezbytna pravidelna kontrola,
meéreni koncentrace kysliku, zajisténi odvétravani oxidu uhli¢itého a dalSich



plynG a také sledovani chovani ryb. ZvySena aktivita ryb béhem zimy, pohyb
u hladiny nebo shromazdovani u pfitoku jsou signalem, Ze néco neni v pofadku.

2.2. Mozné pri¢iny ahynu ryb

Casto diagnostikovanym problémem v chovech ryb je parazitarni
onemocnéni. Intenzita napadeni a mira poskozeni zavisi zejména na véku
akondici napadenych ryb a teploté vody. Zna¢na ¢ast parazitarnich onemocnéni
propuka v obdobi intenzivnéjsiho oteplovani vody - tedy v kvétnu az cervnu,
ale vzhledem ke klimatickym vykyviim poslednich let neni ojedinély ani jejich
vyskyt v obdobi ¢asného jara. K rozvoji parazitarnich, zejména protozoalnich,
infekci v jarnim obdobi pfispivd fada faktorl, jako jsou snizena cinnost
imunitniho systému ryb po zimé, 3patné zoohygienické podminky a kvalita
vody, vysoka hustota ryb v chovné nadrzi apod. V uzavieném prostiedi
mohou parazité vyznamné snizit prosperitu a nasledné zvysit nemocnost
a umrtnost chovanych ryb. Parazité mohou vykazovat riznou druhovou nebo
organovou specifitu, avsak obecné plati, Ze nejvétsi Skody zpUsobuji druhové
nespecifi¢ti ektoparazité (viz Tab. 1). Jednou z dalSich moznych pficin oslabeni,
nebo dokonce Uhynu kaprd mohou byt krevni bicikovci (Trypanosoma spp.
a Trypanoplasma spp.).
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Z virovych onemocnéni se v jarnim obdobi u kaprQ uplatiiuje predevsim
jarni virémie kaprd a v posledni dobé také choroba vyvolana kapfim edema
virem (z ang. Carp Edema Virus, CEV). V pokrocilém jaru pak pfichazi jako
mozna pfic¢ina thynu kaprd v ivahu i koi herpesviréza (KHV).

Edémova nemoc kaprit (z ang. Carp Edema Virus Disease; CEVD; spava
nemoc koi kapr(; z ang. Koi Sleepy Disease; KSD)

Virové onemocnéni kapra a jeho barevnych variet (koi). Pvodcem je virus
zafazeny do celedi Poxviridae. Onemocnéni, které se puvodné projevovalo
letargii, ztratou reflexd a lezenim ryb na dné se ztratou rovnovahy, je
v soucasnosti charakterizovano znacnymi uhyny. U postizenych ryb lze
pozorovat odlucovani kozniho hlenu, zapadlé oko (enoftalmie), na povrchu
téla Ize obclas pozorovat léze. Hlavnim projevem viak je edém zaberniho
epitelu, degradace Zabernich listkd az rozsahlé nekrézy Zaber. To je i ddvodem,
pro¢ nemocné ryby byvaji i u hladiny a snazi se nouzové dychat. Onemocnéni
u kaprt se vyskytuje vétSinou pfi teplotach vody pod 17 °C, u koi kaprd az
do teplot 25 °C. V poslednich letech se tento patogen objevuje v ceskych
chovech ¢im dal tim casté;ji.

Jarni virémie kaprt (infek¢ni vodnatelnost kapra, z ang. Spring Viraemia of
Carp; SVQ)

Jarni virémie kaprt je generalizované krvacivé onemocnéni predevsim kapra
obecného, které mize zplGsobovat iUmrtnost az 70 %. Pdvodcem je virus jarni
virémie kaprQ (z ang. Spring Viraemia of Carp Virus; SVCV) patfici do celedi
Rhabdoviridae, rodu Sprivivirus a druhu Carp sprivivirus. Nemocni jedinci jsou
apaticti, shromazduji se u biehl nebo u pfitoku vody a vykazuji ztratu reflexa.
Viditelné je u nich ztmavnuti povrchu téla, anémie zaber, exoftalmus a zvétseni
dutiny télni. Na povrchu téla byvaji krvaceniny, které jsou ¢asto u baze ploutvi,
na brisni ¢asti téla ¢i v oku. Krvaceniny lze pozorovat i na zabrach, plynovém
méchyri, ve svaloviné a na vnitfnich organech. Teplota vody ma vyrazny vliv
na priibéh onemocnéni, typické projevy infekce je mozné pozorovat v teplotnim
rozmezi 10-17 °C. Infekce s mirné&jSimi pfiznaky je vSak popsana uz pfi teploté
5 °C i pfi teplotach nad 20 °C.

V souvislosti s jarnimi uhyny kaprQ je tfeba vzit v Uvahu i nakazy
bakterialniho pavodu. Bakterie vyvolavajici choroby ryb predstavuji, zvlasté
v mirném pasu, zavaznou skupinu rybich patogend. Casto mohou fungovat
jako sekundarni patogeny, zejména pfi uplatnéni jinych negativnich faktord
(virové onemocnéni, parazité, stres ryb, vék ryb aj.) a podilet se na hromadnych
uhynech ryb v chovech s nepfijemnymi ekonomickymi disledky pro chovatele.
Bakterie se mohou uplatiiovat jako patogeny rdznych rybich druht, nékteré
se vSak specializuji pouze na lososovité ryby, jiné zase infikuji pouze kaprovité
druhy ryb.

-10 -



DIAGNOSTIKA JARNICH UHYNU KAPRU

Z bakteridlnich chorob postihujicich kapry v jarnim obdobi se chovatelé
mohou v naSich podminkdch nejcastéji setkat s erytrodermatitidou,
flavobakteriézou a kolumnarézou.

Erytrodermatitida kapra (Erythrodermatitis cyprinorum, CE - z ang. Carp
Erythrodermatitis, Summer Ulcer Disease, erytrodermatitida ryb)

Onemocnéni kaprd, pfipadné jinych druhd ryb, charakterizované
zanétlivymi zménami na kazi v rozsahu od povrchovych |ézi az po hluboké
viedy zasahujici do svaloviny (,vfedovita choroba”). Pdvodcem jsou mezofilni
(bakterie s optimalnim rlstem mezi 20-40 °C - AmbroZova, 2004) pohyblivé
druhy bakterii rodu Aeromonas (Janda a Abbott, 2010). Prdb&h onemocnéni
zavisi na teploté vody a dalSich faktorech, véetné imunitniho stavu ryb. Obecné
je mira umrtnosti pomérné nizka (kolem 25 %), oviem v zavislosti na kvalité
vodniho prostredi a hustoté populace ryb (Hoole a kol., 2001).

Nékteré druhy pohyblivych aeromondd mohou kromé koznich zmén
vyvolavat také septikemické infekce (z ang. Motile Aeromonad Infections -
MAI) (Austin a Austin, 2012).

Flavobakteriéza (Flavobacteriosis)

U kaprovitych ryb se v roli patogenu mohou uplatnit také flavobakterie.
Vysledky nedavné studie ukazaly, Ze existuji koinfekce CEV-pozitivnich kaprt
a flavobakterii. Na zabrach CEV infikovanych ryb byla opakované identifikovana
Flavobacterium branchiophilum. Tato flavobakterie byla popsana jako druh
zpusobujici bakterialni onemocnéni Zaber (z ang. Bacterial Gill Disease, BGD),
postihujici rGzné druhy ryb pfi nizSich teplotach vody. Pro infikované ryby je
pfizna¢né zvySené zahlenéni zaber, nekrézy zaberni tkané, pfi chronickém
prabéhu anémie Zaber (Adamek a kol., 2018).

Kolumnardéza (z ang. Columnaris Disease)

Onemocnéni ryb zplGsobené bakterii Flavobacterium columnare, typické
Zlutymi az Sedavymi skvrnami na kzi ryb. Vnimava je vétsina druhd ryb, véetné
kaprovitych. Onemocnéni se nej¢astéji vyskytuje pfi teploté vody 20-25 °C
a vyssi, ale neni neobvyklé jej diagnostikovat i v teplotnim rozmezi 12-20 °C.
Onemocnéni mivé akutni az chronicky pribé&h. Mortalita ryb pfi pridruzeni
dalsich negativnich faktord maze dosahnout az 70 % (Navratil a kol., 2000).

Poskozeni povrchu klze a Zzaber byva casto doprovazeno také

povrchovym zaplisnénim zplGsobenym oomycety z roda Saprolegnia, Achlya
a Aphanomyces (Obr. 1).
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Obr. 1. Povrchové zaplisnéni nekrotickych Zaber (Foto: V. Pia¢kovd).

Kromé infek¢nich patogennich ciniteld mGze byt pficinou thynd ryb, a to
nejen v jarnich mésicich, také zména chemizmu vody.

V jarnich mésicich dochazi spolu s postupnym narlstem teploty vody
ke zménam biologické aktivity v rybni¢nim ekosystému a s tim souvisejicim
zménam fyzikalné chemickych vlastnosti vody. Zejména v rybnicich, kde
se vytvofila v pridbéhu zimniho obdobi vertikalni stratifikace vody (zimni
stratifikace) a v pribéhu jara se vyrovnala teplota vody v celém sloupci, dochazi
k promichani celého obsahu nadrze (jarni cirkulace). Do celého vodniho sloupce
se tak dostavaji latky, které byly adsorbovany na dnovych sedimentech, nebo
se postupné v prabéhu zimy uvolfiovaly do spodnich vrstev vody (hypolimnia)
v disledku anoxickych podminek a nizkych hodnot pH vody. K dal$im vyraznym
zménam fyzikdlné chemickych parametrd kvality vody dochdzi diky zménam
hydrobiologickym, ke kterym patfi napf. rozvoj fytoplanktonu a zooplanktonu,
rdst vodni makrovegetace, vysazeni ryb apod. Na kvalité vody eutrofnich
a organicky zatizenych nadrzi se také negativné projevuje hnojeni, které je
mnohdy na jafe aplikovano bez znalosti kvality vody pred aplikaci. Z toho
ddvodu je tfeba vénovat kvalité vody v rybnicich néleZitou pozornost, azejména
pfed vysazenim ryb (zvlasté ranych stadii) kontrolovat predevsim teplotu
vody, kyslikové poméry, hodnoty pH, koncentraci amoniaku a nezapomenout
na slozeni zooplanktonu. Zooplankton samozifejmé predstavuje pro rana
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vyvojova stadia ryb nepostradatelny zdroj zivin, ale na druhé strané vyskyt
dravych buchanek mize vyznamné poskodit pravé vysazeny vackovy plidek.
Po vysazeni ryb je tfeba i nadale sledovat kvalitu vody, a to jak z hlediska jejich
fyzikalné chemickychvlastnosti, tak zhlediskavyvoje hydrobiologickych poméra,
av zavislosti na vysledcich Setfeni upravovat dalsi postupy. Samoziejmé, pokud
nastanou zmény chovani rybi obsadky, nebo dokonce dojde k uhynu ryb, je
tfeba provést mistni Setfeni, jehoz nedilnou soudasti je posouzeni fyzikalné
chemickych i hydrobiologickych parametrd kvality vody. V pfipadé podezieni
na kontaminaci vody toxickymi latkami je tfeba provést i biologickou zkousku
toxicity vody. Na zakladé ziskanych vysledkl se poté rozhoduje, zda pfic¢inou
poskozeni/Uhynu rybi obsadky byla zména kvality vody nebo onemocnéni ryb.
Ve vétsiné pripadl se jedna o kombinaci vice faktort a najit ,vinika” byva prace
témér detektivni.

V poslednich letech se objevuje nové nebezpecdi kontaminace vody, a sice
digestat (odpad z bioplynovych stanic), ktery byva aplikovan na pole jako
bohaty zdroj fosforu. Avsak v obdobi ristu polnich kultur, kdy neni mozno
vyvazet tento odpad na pole, byva vyvazen na louky v okoli povrchovych vod
a stava se tak novym vyznamnym eutrofizujicim prvkem, ktery se negativné
projevuje v kvalité rybni¢ni vody a povrchovych vod obecné.

2.3. Diagnostické postupy pro zjiSténi pricin jarnich dhyna kaprd v ryb-
ni¢nich chovech

2.3.1. Anamnéza

Velmi duleZitou casti diagnostického procesu je zjiStovani anamnézy. Jedna
se o komplex informaci zahrnujicich popis klinickych pfiznakd a abnormalit
chovani pozorovanych chovatelem, Udaji o predchazejici nebo probihajici
medikaci, o teploté, eventualné dalSich parametrech kvality vody, o hustoté
adruhovém slozeni obsadky, o podminkach chovu, zptsobu krmeni, eventualné
o srazkové cinnosti v prfedchazejicich dnech atd. Dobré je také znat plvod
obsadky a zdravotni historii rybnika. VSechny tyto informace jsou ddlezité pro
spravné nasmérovani diagnostického postupu.

2.3.2. Klinické vysetreni

Klinické vySetreni v chovech ryb spocdiva zejména v pravidelném peclivém
sledovani chovani obsadek. Zdrava obsadka je pro méné vnimavého
pozorovatele prakticky neviditelna, ale zkuSeny chovatel je schopen i pfes
vegetacni zakal vody pohyb ryb zaznamenat.
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Jednim ze zakladnich klinickych ukazateld zdravotniho stavu ryb je pfijem
potravy. Z tohoto hlediska je vyhodné, kdyz na rybnicich krmi stale ti sami
lidé, ktefi jsou pak schopni vSimnout si zmény. Snizend ochota pfijimat
predkladanou potravu vsak nemusi byt vzdy signalem onemocnéni. Muze
souviset i s dostatkem pfirozené potravy nebo klimatickymi zménami (pokles
teploty), pfipadné se Spatnou kvalitou ¢&i nizkou atraktivitou predkladaného
krmiva. Proto je nutné vzdy pfed zahajenim krmeni zkontrolovat stav pfirozené
potravy a z ného vychazet pfi stanoveni krmnych davek i kvality predkladaného
krmiva.

Zhorseny zdravotni stav ryb byva doprovazen také snizenim intenzity nebo
Uplnou ztratou reflexd. Pfi pozorovani ryb v pfirozeném prostredi miazeme
hodnotit reflex unikovy, diky kterému zdravé ryby pfi zaznamenani pohybu,
otfes nebo zvukového podnétu okamzité unikaji z dosahu. Pfiznakem
onemocnéni je shromazdovani ryb u bfehd, u pfitoku nebo u hladiny (Obr. 2),
kde zistavaji i po pfichodu clovéka, nejevi snahu uniknout a daji se snadno
vylovit (Obr. 3). Takovéto ryby mivaji vymizely i reflex obranny, jsou malatné
a pfi vyloveni nekladou zadny odpor. Po vyloveni je moZzno hodnotit i reflex
ocni, ktery spociva ve schopnosti ryb sméfrovat pupilu stale vodorovné i pfi
nataceni téla na bok, a reflex ocasni, jehoz projevem je viditelnd snaha ryby
pfi jejim uchopeni za hlavu v poloze na boku a pfi sou¢asném zvednuti nad
podlozku vyrovnavat ocasni ¢ast téla do vodorovné polohy, pficemz ocasni
ploutev je véjifovité roztazena. U nemocné ryby visi zad a ocasni ploutev
schliple dolli (Svobodova a kol., 2007).

-14 -



DIAGNOSTIKA JARNICH UHYNU KAPRU

Obr. 2. Shromazdovdni ryb pod hladinou, apatie, ztrdta reflexd (Foto: M. Palikovd).
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Obr. 3. ztrdta unikového reflexu, snadné vyloveni ryby (Foto: M. Palikovd).
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U kaprl mlZeme pozorovat kromé shromazdovani ve vodé s vyssi
koncentraci rozpusténého kysliku u stfiku také nouzové dychani u hladiny,
tzv. ,troubeni”. Rika se tak plavani kaprt $ikmo s hlavou u hladiny a do&iroka
rozevienymi Usty. Vzduch nabiraji do ustni dutiny, kde diky bohatému prokrveni
sliznice mékkého patra dochazi ke vstfebavani kysliku do krve. Je to reakce
na nedostatecné okysli¢eni tkani, coz maze mit nékolik pfi¢in: 1) nedostatek
kysliku ve vodé, 2) snizend schopnost ryb pfijimat kyslik z vody i pfi jejim
dostate¢ném nasyceni v dlsledku poskozeni zaber (onemocnénim nebo
mechanicky - napf. pokrytim krustou vysrazeného zeleza nebo manganu) a 3)
nedostatek cervenych krvinek pro transport kysliku ke tkanim. Vsechny tyto
tfi drovné moznych pfic¢in je nutno provérit dalsimi diagnostickymi metodami.

Nékteré choroby a chorobné stavy ryb byvaji doprovazeny i nervovymi
priznaky. Klinické projevy mohou byt rizné - od nekoordinovaného plavani,
narazeni do prekazek a vyskokl nad hladinu, pres kiecovité zasSkuby a plavani
do kruhu, az po upadani do ,bezvédomi” a polehavani u dna.

Vétsina klinickych pfiznakd se u ryb fadi do kategorie ,nespecifické”.
Znamena to, Ze pouze na zakladé nich nelze spolehlivé urcit diagnézu. Jsou
jen signalem, Ze s obsadkou neni néco v poradku, a je nutno provést dalsi
vySetieni, aby byla zjisténa pfic¢ina onemocnéni.

2.3.3. Patologicko-anatomické vySetreni (pitva)

Pri pitvé pokladame rybu na pravy bok bfisni stranou k sobé. Nejprve je
potfeba provést dikladné zevni ohledani, pfi némz je potifeba si vSimat
vyzivhého stavu ryb, stavu télnich otvora, stavu ploutvi, oka, mnozstvi hlenu
na povrchu ryb, pfitomnosti makroskopicky patrnych parazitl a pfitomnosti
hemoragii nebo rdznych koznich lézi.

Po zevnim ohledani odstfihneme podstatnou ¢ast skrfelového vicka
a posoudime stav Zaber. VSimame si predevsim barvy, zahlenéni, mozného
zdureni zaberniho aparatu nebo pfitomnosti nekrotickych zmén.

Po zevnim ohledani, ohledani Zaber a odebrani potfebnych vzorkd pro
dalsi vySetfeni (kultivace, stéry z klze a ze Zaber, odbér Zaberni tkané
na histologické, pfipadné virologické vySetfeni), provedeme otevieni dutiny
télni. Abychom mohli odebirat vzorky z vnitinich organt i pro mikrobiologickou
kultivaci nebo virologické vySetfeni, je potfeba dutinu télni otevfit sterilnég,
tj. pred incizi povrch otfit etanolem a sterilnimi nastroji rozstfihnout dutinu
télni pred fitnim otvorem smérem k hlavé. Pokud prfedpokladame pfitomnost
tekutiny v dutiné télni, nerozstfihavame ji pfimo v medialni linii, ale kousek
nad ni, aby tekutina nevytekla. Poté nejprve sterilnimi nastroji provedeme
odbér vhodného materialu ke kultivaci. Az po téchto odbérech mizeme dutinu
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télni zcela odkryt druhym stfihem vedoucim z kaudalniho okraje fezu smérem
dorzokranialné k patefi, kde se sto¢ime smérem kranidlnim a pokracujeme
az k hlavé, poté mizeme oba fezy spojit a odstfihnout sténu télni pro lepsi
prehlednost (Obr. 4).

Obr. 4. oOtevrend dutina téini kapra obecného. Pro zjisténi eventudlinich zmén na srdci
by bylo nutno spodni fez protdhnout smérem k hlavé (Foto: V. Piackovd).

Po otevieni dutiny télni miZzeme zaznamenat pfitomnost ¢iré, zakalené
nebo hemoragické tekutiny. Tento nalez byva obvykly pfi probihajici jarni virémii
(SVQ). Pri infekénich onemocnénich byva obvykle zvétSena slezina. Zmény
mohou byt nalezeny i na ostatnich organech, které mohou byt zvétSené,
anemické nebo naopak hyperemické nebo s pfitomnosti hemoragii. Tento
nespecificky nalez mGze doprovazet mnoha infekéni onemocnéni zejména
virového a bakteridlniho ptivodu. Rovnéz mizeme posoudit naplnéni traviciho
traktu, pfi infekénich onemocnénich byva travici trakt prazdny, protoze tato
onemocnéni jsou vétSinou doprovazena inapetenci, na rozdil od uhynad ryb
vlivem zhorsené kvality vody.

Mozné nalezy pfi patologicko-anatomickém vysetieni

Vyzivny stav

Pfi zhorSeni vyzivného stavu je patrnd vyhublost ryb, pfitomnost
pficného zlabku za rypcem a zapadlé oko (Obr. 5). Z téchto ddvodui je rovnéz
snizena hodnota Fultonova koeficientu vyZivenosti oproti rybam zdravym.
Ke zhorseni vyzivného stavu mize dojit z radznych pfic¢in, napt. dlouhodobym
hladovénim ryb, invazi stfevnich parazitd, pfitomnosti krevnich bic¢ikovc nebo
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onemocnénim zptasobenym CEV. V pfipadé CEV nemusi byt zhorseni vyzivhého
stavu pozorované ve vsech pripadech, ¢astéji se vyskytuje u barevnych variant
juvenilnich kaprd koi, naopak nebarevné formy kapra obecného, zejména
v trzni velikosti, hynou bez zhorseni vyzivného stavu (Obr. 6).

Obr. 5. Spatny vyzivny stav, pricny Zldbek za rypcem, endoftalmus, vypaddni $upin
v kauddlni ¢dsti téla (Foto: M. Palikovd).

=

Obr. 6. Pritomnost hemoragii v ki, ryba v dobrém vyZivném stavu (Foto: M. Palikovd).

Zevni ohledani

Pfi zevnim ohledani zjisStujeme stav zahlenéni kGze (zvySené zahlenéni
nebo naopak ztrdtu ochranného hlenu), dile mizeme nachazet zvétSenou
dutinu télni, zjezeni Supin (Obr. 7), exoftalmus nebo enoftalmus, pritomnost
hemoragii (Obr. 8), pfipadné Iézi rGzného charakteru, nekrozy okrajd ploutvi
nebo makroskopicky viditeIné parazity (kapfivci, Argulus sp. nebo pijavky,
chobotnatka rybi, Piscicola geometra). ZvétSena dutina télni, zjezeni Supin

- 18-



DIAGNOSTIKA JARNICH UHYNU KAPRU

a exoftalmus se casto vyskytuji u jarni virémie, avSsak mohou doprovazet
i onemocnéni zpGsobena motilnimi aeromonadami, tzv. MAI (z ang. Motile
Aeromonas Infection). Obé tyto nemoci mize doprovazet pfitomnost
hemoragii. Masivni parazitarni invaze se nejcastéji manifestuji zasednutim
povrchu (chilodoneléza, ichtyobodéza, trichodinéza) nebo i pfitomnosti
hemoragii (monogeneéza - Obr. 8). U koiherpesviréozy (KHV) mulzeme
pozorovat mapovité okrsky na kGzi zplsobené poruchou tvorby hlenu (Obr.
9) a enoftalmus.

. e

Obr. 7. zvétsend dutina télni, zjezeni supin, tekutina v $upinovych pouzdrech (Foto:
M. Palikova).

Obr. 8. pPiitomnost hemoragii v kizi pfi masivnim vyskytu monogenei (Foto: M.
Palikova).
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Obr. 9. Nepravidelnd tvorba kozniho hlenu pfi KHV (Foto: V. Piackovd).

Zaberni aparat

Naleznazabrach mlze bytvelice pestry, odzvySeného zahlenéni, pfitomnosti
svétlejSich okrskl Zabernitkané nebo zdufeni Zaber az po pfitomnost rozsahlych
nekrotickych zmén (Obr. 10) doprovazenych ¢asto povrchovym zaplisnénim.
| kdyZ je tento ndlez typicky pro fadu onemocnéni, neni pro zadné z nich
patognomicky, jelikoz stejné zmény vyvolava rada infek¢nich i neinfekcnich
agens. Mohou mit virovy pGvod (CEVD, KHV), parazitarni pdvod (masivni invaze
parazit(l) nebo jsou zptsobeny vlivem vnéjSich podminek spojenych s vysokym
pH vody a s toxickym pudsobenim amoniaku. Na zabrach mohou byt nalezeni
také pouhym okem viditelni parazité (chlopek obecny, Ergasilus sieboldi).
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Obr. 10. Patologické zmény na Zdbrdch: zvysené zahlenéni, zdureni Zabernich listki

(4), pocinajici okrskovd nekrobiéza zejména na periferii Zaber (6), nekrotické zmény
na Zdbrdch (3) (Foto: M. Palikovd).

Dutina télni

Po otevfeni dutiny télni miZeme zaznamenat pfitomnost ¢iré, zakalené
nebo hemoragické tekutiny. Tento ndlez byva obvykly pfi probihajici jarni
virémii (SVC). Zmény mohou byt nalezeny i na jednotlivych organech, které
mohou byt zvétSené, anemické nebo s pfitomnosti hemoragii. Hepatopankreas
muze byt zbarven do zelena Zlu¢ovymi barvivy. Tento nespecificky nalez mize
doprovazet mnoha infekéni onemocnéni zejména virového a bakteridlniho
pavodu.
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2.3.4. Histologické vysetreni

Vzorky pro histologické vySetfeni je potfeba odebrat do fixa¢nich roztokd
co nejrychleji po utraceni nebo z ¢erstvé uhynulych ryb vzhledem k rychlému
nastupu rozkladnych autolytickych procesl, které znesnadnuji objektivni
posouzeni histologickych zmén. Fixa¢ni roztoky zplsobi rychlou a Setrnou
denaturaci bilkovin a brani autolyze tkani. Zvlast rychle je potfeba postupovat
u tkané Zaber a stfeva. Optimalni velikost vzorku je do 1 cm?3. Fixa¢niho roztoku
by mélo byt minimalné 20x vice, nez je objem odebraného vzorku.

Jako fixa¢ni roztok se nejcastéji pouzivd roztok formolu (= 40%
formaldehyd), obvykle ziedény na 10% koncentraci. Redéni provadime
pramenitou (vodovodni) vodou. Fixace tkané trva zpravidla (podle velikosti
vzorku) 24 hodin.

Pro zaberni tkan je doporucovan setrnéjsi fixa¢ni roztok podle Davidsona
(smés glycerolu, formaldehydu, 96% etanolu a vody v poméru 2:1:3: 3).

Po fixaci jsou vzorky nasledné zpracovavany (odvodnény vzestupnou
alkoholovou fadou, projasnény xylenem, prosyceny parafinem a nasledné zality
do parafinovych blo¢kl) a krajeny na mikrotomu na fezy o tloustce 4-10 um.
Tyto fezy jsou montovany na podlozni skla a barveny. Nej¢astéji je pouzivano
pifehledné barveni hematoxylin-eosinem (HE), které demonstruje vsechny
slozky tkani. Pro zvyraznéni urcitych bunécénych nebo tkarfovych slozek jsou
vyuzivany specialni barvici metody.

Histologicky nalez na zabrach odpovida druhu poskozeni. Pfi CEVD je patrna
hyperplazie Zaberniho epitelu, edém epitelialnich bunék, dochazik fuzizabernich
listk a jsou nachazeny kulovité cystoidni formace s celularnimi fragmenty
a s bunéénym detritem (Obr. 11). Podobné zmény jsou viak nalézany i pfi KHV.
Pfi téchto onemocnénich se mohou vyskytovat i histologicky patrné zmény
ve vnitfnich organech, tyto ale nejsou pro dana onemocnéni patognomické.
Podobny histologicky nalez na zabrach mdzeme nachazet i u jinych chorob
nebo chorobnych stavd. Histologicky neodliSitelny je nalez napf. u toxické
nekrézy zpisobené amoniakem. Podobny nalez doprovazi i branchiomykézu,
u které je vsak patognomickym nalezem pfitomnost vlaknitého mycelia
a spor v Zabernich cévach. Nekrotické zmény se mohou vyskytovat napf.
i u sanguinikolézy, kdy dochazi k mechanickému ucpani zabernich cév vajicky
motolice nebo pfi masivnim pfemnozZeni zabernich parazitd, napf. monogenei.
V pripadé prvotni parazitarni pfic¢iny vzniku nekrotickych zmén nalézame
v histologickych preparatech viditelné plvodce.
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Obr. 11. Hyperplazie Zaberniho epitelu, fize Zabernich listkt, pritomnost kulovitych

cystoidnich formaci s celuldrnimi fragmenty a s bunécnym detritem. Barveno
hematoxylin-eosinem (Foto: F. Tichy).

2.3.5. Virologické vysetreni

Pokud na zakladé anamnézy, klinického a patologicko-anatomického
vysetieni (viz kapitoly 2.3.1., 2.3.2. a 2.3.3.) vznikne podezieni na onemocnéni
zplsobené virovym plvodcem, je nutno provést cilené vysetieni na pritomnost
viru prichazejiciho dle pfiznaki a podminek v Gvahu. V soucasnosti se
v akvakulture v jarnim obdobi vyskytuje z virovych nemoci edémova nemoc
kaprd a jarni virémie kaprQ. Taktéz neni mozné vyloucit atypicky vyskyt koi
herpesvirozy.

Odbér vzorka
Pro virologické vySetreni je tfeba vybirat nejlépe ryby jesté Zivé s typickymi
pfiznaky onemocnéni, hynouci ¢i ¢erstvé uhynulé. Pokud to podminky dovoluji,
je vhodné dodat k vySetieni alespon 10 kust ryb vykazujicich klinické pFiznaky.
Umoznuji-li to podminky, Ize pfed zaslanim do laboratofe z ryb sterilné
odebrat ¢asti organl urcenych pro vySetieni. Organy vhodné pro vysetifovani
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nékterych virovych onemocnéni jsou: SVC - ledviny, slezina, zabry, mozek,
(jatra, srdce); CEV - zabry; KHV - Zabry, slezina, ledviny. V pfipadé, kdy nelze
odebrat organy vyse uvedenym zplsobem, Ize do laboratofe dorucit Zivé ryby
pod kyslikovou atmosférou, eventualné cCerstvé utracené ¢i cerstvé uhynulé
ryby za splnéni teplotnich pozadavki pro prepravuy, jak je uvedeno v metodice
FROV JU ,Odbér vzork(i pro bakteriologické a virologické vySetfeni ryb”
(Piackova a kol., 2013).

Kultivace na bunécnych liniich

Pro diagnostiku virovych onemocnéni ryb je zakladnim poZadavkem
stanoveni plvodce. Diagnostické postupy pro stanoveni virl jsou zaloZeny
na metodach pfimého prikazu viru bez pomnozeni plvodce ¢ s nutnosti
jeho pomnoZeni. NejuniverzalnéjSim a v soucasnosti stale pouzivanym
postupem je izolace viru na vhodné bunécné linii a jeho nasledny prikaz. Pro
izolaci jsou nejc¢astéji pouzivany linie FHM, RTG-2, CHSE, BF-2 a EPC, pficemz
prfednost je davana soucasnému pouziti alespon dvou bunécnych linii citlivych
k replikaci viru. Kultivace probiha vétSinou pfi 15 °C po dobu 7-10 dni.
Jestlize se béhem tohoto ¢asového Useku neprojevi cytopaticky efekt (CPE),
provadi se subkultivace za stejnych podminek. Pomnozeny virus je nasledné
detekovan imunologickymi metodami, a to neutralizaci, imunofluorescenci
(imunoperoxidazovym testem), immunoblotem, ELISA metodou ¢i
molekuldrnimi technikami, jako jsou PCR, qPCR ¢&i sekvenovani. Je nutno
zminit, Ze tato zakladni metoda selhava v pfipadé, kdyz virus neni v pouzitych
bunécnych liniich replikovatelny. Z uvedenych virovych onemocnéni kaprt Ize
tuto metodu pouzit pro stanoveni viru SVC. KHV se replikuje velice obtizné
na buné¢nych liniich CCB ¢i KF-1, a CEV se dosud pomnozit na bunécnych liniich
nepodafilo.

ELISA

Tato metoda je pouzivana k prikazu viru jarni virémie kapr( a je komeréné
dostupna pod nazvem SVCV Ag ELISA (z ang. Test Line Clinical Diagnostics).
Zakladem je mikrotitra¢ni deska sjamkamipotazenymispecifickymi protilatkami
proti viru SVC. V dalSim kroku jsou jamky naplnény krali¢i protilatkou proti viru
SVC, testovanymi vzorky a kontrolnimi antigeny. Nasleduje inkubace, béhem niz
dochazi k vazbé SVCV antigenl se specifickymi protilatkami a zaroven k reakci
s krali¢i protilatkou. Vazba krali¢ich protilatek je prokazovana béhem dalsi
inkubace s roztokem konjugatu, vizualizovana reakci se substratem a méfena
fotometrem pfivinové délce 450 nm. ELISA souprava je vhodna k priikazu SVCV
v organovych homogenatech i v kultiva¢nich médiich infikovanych bunéénych
kultur a jeji citlivost je 1028-10%* TCID,,/ml.
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PCR

Polymerazova retézova reakce (PCR) je metoda zalozend na amplifikaci
anasledné detekci cilového Useku nukleové kyseliny, ktera nasla Siroké vyuziti pfi
prokazovani pfitomnosti viri (nejen) v rybim organizmu. JelikoZ optimalizovana
reakce je schopna pfimé detekce viru i pfi jeho nizkych koncentracich, je jeji
pomoci mozno prokdazat také viry, které se zatim na buné¢nych liniich pomnozit
nepodafilo. Z vird postihujicich kaprovité ryby v jarnim obdobi se tak jedna
zejména o CEV a KHV, pouziti metody real-time PCR jako hlavniho nastroje
prikazu viru KHV je jiz dokonce zakotveno v evropské legislativé (provadéci
rozhodnuti Komise (EU) 2015/1554).

Vyuziti primerd (znamych usekd nukleovych kyselin) cilenych na druhové
specificky Usek RNA nebo DNA konkrétniho patogenu navic u PCR vylucuje
moznost kfizové detekce necilovych vir(, bez ohledu na jejich genetickou nebo
antigenni pfibuznost. Tato je hrozbou napfiklad v pfipadé sérologickych metod
detekce viru SVC, které vykazuji kfizovou reaktivitu s virem rabdovirézy stic¢iho
pladku, PFRV.

Konven¢ni PCR (endpoint PCR, PCR)

Konvenc¢ni PCR zalozena na vizualizaci pfitomnosti cilového produktu
po ukonceni samotné fetézové reakce dosahuje vysoké citlivosti zejména
ve dvoukolové varianté této reakce oznacované také jako nested PCR. Vysledny
materidl z konvencni PCR (tzv. amplikon) je diky své délce také obvykle
vhodnym materidlnem pro sekvenacni analyzu (viz dale).

Nevyhodou konven¢ni PCR je zvySené riziko kontaminace vzorka v disledku
opakovaného otevirani zkumavek mezi jednotlivymi reakcemi a také naro¢nost
na ¢as a material.

Odkazy na nej¢astéji pouzivané PCR metody pro jednotlivé viry jsou uvedeny
v Tab. 2.
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Tab. 2. primery pouZivané pro endpoint a nested PCR.

Virus Endpoint PCR Nested PCR Literatura

SVCV SVCV F1: 5'-TCT-TGG-AGC-CAA-  SVCV F1: 5'-TCT-TGG-AGC-CAA-
ATA-GCT-CAR*-R*TC-3’ ATA-GCT-CAR*-R*TC-3 Stlf":e
SVCV R2: 5'-AGA-TGG-TAT-GGA- SVCV R4: 5'-CTG-GGG-TTT- ?2000'3)
CCC-CAA-TAC-ATH*-ACN*-CAY*-3 CCN*-CCT-CAA-AGY*-TGY*-3'

CEV  CEV ForB: 5'-ATG-GAG-TAT-CCA- CEV ForB-int: 5'-GTT-ATC-AAT-
AAG-TAC-TTA-G-3' GAA-ATT-TGT-GTA-TTG-3' Mitf‘s
CEV Rev): 5'-CTC-TTC-ACT-ATT-  CEV Rev}-int: 5'-TAG-CAA-AGT- ?2001 '7)
GTG-ACT-TTG-3' ACT-ACC-TCA-TCC-3'

KHV  TK-F: 5-GGG-TTA-CCT-GTA- InterTK-F: 5'-CGT-CTG-GAG-
CGA-G-3' GAA-TAC-GAC-G-3' Bercovier

a kol.

TK-R: 5'-CAC-CCA-GTA-GAT-TAT-  InterTK-R: 5'-ACC-GTA-CAG-CTC- (2005)
GC-3' GTA-CTG-G-3'

Tato varianta PCR vyuziva detekci pfitomnosti amplikonu po kazdém kole
fetézové reakce, ktera v jeji kvantitativni Gpravé umoznuje stanoveni mnozstvi
kopii virové nukleové kyseliny ve vySetfované tkani. Kromé primer( tato reakce
také vyuziva sondu, ktera rovnéz cili na specifickou sekvenci cilového Useku
DNA (RNA), a tim zvySuje specificitu této metody i v porovnani s konvencni
PCR (Tab. 3).

Amplikon z real-time PCR neni pro svou malou délku obvykle vhodny
k sekvenacni analyze.

Tab. 3. Primery a sondy pouZivané pro real-time PCR.

Virus  Primery a sondy Literatura
CEV  CEV gFor1: 5-AGT-TTT-GTA-KAT-TGT-AGC-ATT-TCC-3" " ol
CEV qRev1: 5'-GAT-TCC-TCA-AGG-AGT-TDC-AGT-AAA-3' (2%t1"';§ a KoL

CEV gProbe: 5'-AGA-GTT-TGT-TTC-TTG-CCA-TAC-AAA-CT-3’
KHV KHV-86f: 5'-GAC-GCC-GGA-GAC-CTT-GTG-3"

KHV-163r: 5'-CGG-GTT-CTT-ATT-TTT-GTC-CTT-GTT-3’ Gilad a kol. (2004)

KHV-109p: 5'-CTT-CCT-CTG-CTC-GGC-GAG-CAC-G-3'

Stanoveni skladby urc¢itého Useku nukleové kyseliny viru se rutinné
vyuziva pro fylogenetickou analyzu jednotlivych izolatd virG. Sekvenacdni data
poukazujici na pfipadnou genetickou pfibuznost mezi jednotlivymi ohnisky
onemocnéni mohou byt nasledné vyuzita pro objasnéni moznych cest Sifeni
virQ v prostredi akvakultury. Studiem téchto souvislosti se zaobira molekularni
epizootologie. Kromé tradi¢ného sekvenovani nékolika stovek az tisich para
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bazi se v posledni dobé rozsifuje i tzv. sekvenovani nové generace (z ang. next-
gen sequencing, whole genome sequencing), které umoziuje prostfednictvim
stanoveni kompletniho genomu cilového patogenu jesté podrobnéjsi
fylogenetické analyzy a také vyzkum v oblasti genetickych markerd virulence
danych vird.

2.3.6. Bakteriologické vysetieni

Pokud na zakladé anamnézy a klinického a patologicko-anatomického
vySetieni (viz kapitoly 2.3.1., 2.3.2. a 2.3.3.) vyvstane podezieni na bakterialni
onemocnéni, je potfeba provést mikrobiologické vysetreni.

Odbér vzorka

Odbér vzorkd je velmi dlleZitou soucasti celého procesu. Spravné stanoveni
patogenu a jeho citlivosti vi¢i antimikrobiadlnim latkdm zavisi na spravném
odbéru materidlu pro vysetfeni a odpovidajicim zachazeni s materialem béhem
transportu do laboratore.

Odbér vzorku se provadi vzdy sterilné, abychom zamezili nezadouci
kontaminaci. Vzorek lze odebrat z koznich zmén, ze Zaber a z vnitinich organd.
Pro odbér vzorku lze pouzit sterilni tampony, které se po odbéru vkladaji
do pevného média - napf. Amiesova transportniho média. Pouziti tohoto média
je velmivhodné, protoze nedochazi k vyschnuti vzorku b&éhem jeho transportu.
Odebrany vzorek je tfeba doplnit Zadankou o vy3etfeni a transportovat ho
neprodlené do specializované laboratofe. Teplotni optimum pfi transportu
vzorku by se mélo pohybovat v rozmezi 4-10 °C.

Odbéru vzorkGi se dopodrobna, i s praktickymi fotografiemi, vénuje
metodika FROV JU (Piackova a kol., 2013).

Mikroskopie nativnich preparat

Rodové zafazeni bakterie Ize orienta¢né urcit na zakladé morfologickych
znakl. Morfologické znaky bakterii Ize posoudit mikroskopicky pozorovanim
bakterii ve svételném mikroskopu. Je moZno prohlédnout si tvar, velikost,
usporadani a barvitelnost bakterii v preparatu. Dale I1ze mikroskopii posoudit
pfitomnost nékterych bunécnych struktur ¢&i pohyblivost bunék. Preparat
pfipravime pomoci ¢istého skalpelu seSkrabem ze zaber, pfipadné z kuaze.
Ziskany material naneseme rovhomérné na podlozni skli¢cko, zakdpneme vodou,
aby nevysychal, a priklopime sklickem krycim. Takto je preparat pfipraveny pro
pozorovani pod mikroskopem. Co mizZzeme pod mikroskopem vidét?

Aeromonady - Gram-negativni bakterie, Ize pod mikroskopem vidét jako
rovné tycinky se zaoblenymi konci, které se vyskytuji bud jednotlivé, nebo tvori
kratké retizky. Pohyblivost jim zajistuje jeden polarni bicik.
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Flavobacterium branchiophilum - Gram-negativni bakterie, v seSkrabu
ze zaber je Ize pod mikroskopem pozorovat jako nepohyblivé tycinky (velikost
5-8 x 0,5 pm).

E columnare - Gram-negativni bakterie, mikroskopicky je Ize pozorovat
jednotlivé (velikost 3-10 x 0,3-0,5 um) pomalu klouzavé se pohybujici nebo
shlukujici se do typickych sloupkd.

Kultivace

Pti kultiva¢nim vySetfeni se daji kombinovat zakladni a specialni Zivna média
pro rust bakterii. Pro zakladni kultivaci je ¢asto vyuzivanym médiem Columbia
krevni agar s 5% ovci krve.

Kultivace se provadi z koznich zmén, Zaber a vnitfnich organd. KfiZzovym
roztérem, kterym se plvodni kultura postupné zifeduje za Gcelem ziskani
jednotlivych kolonii, se inokulum naockuje namisku s agarem (Obr. 12). Je nutné
pracovat po celou dobu sterilné. Po zaschnuti inokula se miska kultivuje dnem
vzhiru, v pfipadé aeromonad po dobu 24-48 hodin, v pripadé flavobakterii
za 2 dny inkubace dosahuiji kolonie velikosti 3-4 mm v praméru.

(

Obr. 12. schéma provedeni kfizového roztéru (E. Syrovd).

Aeromonady jsou mikroorganizmy nenaro¢né na kultiva¢ni média, pro
rutinni vySetfeni se pouziva krevni agar, na kterém dobfe rostou pfi pokojové
teploté. Vytvari Sedobilé nebo svétle hnédé pigmentované kruhovité mukoézni
kolonie se zonou hemolyzy (projasnéni pady v mistech kolem nardstu bakterii)
(Obr. 13).
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Obr. 13. Ndruast bakteridinich kolonii rodu Aeromonas na krevnim agaru (fotoarchiv
Ustavu infekénich chorob a mikrobiologie pti VFU Brno).

V pfipadé flavobakterii je tfeba vyuZit specidlni pddy (Cytophaga
agar). E branchiophilum roste pfi teplotach 18-25 °C a tvofi svétle zluté
pigmentované mirné konkavni hladké kolonie s rovnymi okraji F columnare
roste optimalné pfi 20-30 °C a tvofi svétle zluté kolonie (Obr. 14).

Obr. 14. Ndrast bakteridlnich kolonii rodu Flavobacterium na Cytophaga agaru
(fotoarchiv Ustavu infek&nich chorob a mikrobiologie pfi VFU Brno).

Identifikace

Pro identifikaci bakteridlniho pavodce Ize vyuzit vice metod. Lze postupovat
bud klasickym zptisobem zalozenym na urceni biochemické aktivity plvodce,
ktery je ale ¢asové narocny. Proto se dnes v rutinni praxi nej¢astéji vyuziva
rychlej$i metoda hmotnostni spektrofotometrie MALDI-TOF. Pro tuto metodu
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se pouzije individualni bakterialni kolonie, vzorek je pfenesen na pozici nosice
- terciku MALDI target, kde je oSetfen specialni matrici a ususen. Vzorek je
pak v hmotnostnim spektrofotometru MALDI-TOF druhové identifikovan
porovnanim jeho hmotnostniho spektra s databazi referencnich bakterialnich
kmenu. VySetieni se v nékterych pripadech neobejde bez dalSich konfirmacnich
analyz.

Pro pfesné rodové i druhové uréeni patogenu Ize vyuzit také molekularni
metody, napt. metodu polymerazové fetézové reakce (z ang. Polymerase Chain
Reaction, PCR), metodu real-time PCR a rpoB sekvenovani. Tyto metody
rovnéz nebyvaji ¢asové narocné.

Metoda PCR slouzi k namnoZeni specifického Useku DNA in vitro. Pivodce
je mozné také kvantifikovat, a to s vyuzitim velmi citlivé metody real-time
PCR, ktera vychazi z klasické PCR, s vyuzitim specidlniho cycleru - pfistroje,
ktery v prdbé&hu PCR kontinualné zaznamenava mnozstvi bakteridalni DNA.
Pri prikazu a kvantifikaci plvodcd se postupuje dle protokold zavedenych
v dané laboratofi. Gen rpoB (B-podjednotka RNA-polymerazy) se vyuziva pro
identifikaci u fady bakteridlnich rodd. Izolaty jsou amplifikovany (namnozeny)
v genu pro rpoB a komeréné sekvenovany. Analyzované sekvencni zaznamy jsou
porovnany s nejpodobnéjsimi sekvencemi v genové bance a je vyhodnoceno,
o ktery bakterialni druh se jedna.

Stanoveni citlivosti k antimikrobialnim latkam

U identifikovanych patogend lze zjistit jejich citlivost k wvybranym
antimikrobialnim latkam, a zefektivnit tak naslednou léc¢bu. Zaroven takto
chovatel zabrani vzniku ¢i prohlubovani antimikrobidlni rezistence v disledku
aplikace Iéciv tzv. ,naslepo”.

V rutinni praxi jsou pro stanoveni citlivosti nej¢astéji vyuzivany diskové
difuzni testy, kdy se na Mdueller-Hintonlv agar naockuje standardizované
inokulum pfipravené z dané bakterialni kultury a na takto pfipraveny agar se
aplikatorem aplikuji disky napusténé vybranymi antimikrobidlnimi latkami.
Standardni doba inkubace je 24-28 hodin pfi 28 + 2 °C a 44-48 hodin pfi
22 + 2 °C. Kalibrovanym digitalnim nebo posuvnym méfidlem se na zavér zméfi
pramér inhibi¢nich zén rdstu a vyhodnoti se vysledky.

Stanoveni citlivosti k antimikrobialnim latkam se dopodrobna vénuje
jiz vydana metodika FROV JU ,Metody stanoveni citlivosti puavodci
erytrodermatitidy kaprd k antibakterialnim latkam” (Cizek a Pia¢kova,
2015). Tato metodika je vénovana predevsim bakteridlnim pdvodcim
erytrodermatitidy kaprd, nicméné ji Ize uplatnit i pfi stanoveni citlivosti jinych
kultiva¢né nenarocnych bakterii, které se izoluji z infikovanych ryb rdznych
druhd.
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U aeromonad v ramci CR se pomérné casto vyskytuje rezistence
k oxytetracyklinu a chinolonm (Cizek a kol., 2010; Dobiasova a kol., 2014;
Syrova a kol., 2018). U flavobakterii je situace s bakterialni rezistenci obdobna
(informace poskytnuta Ustavem infekénich chorob a mikrobiologie pfi VFU
Brno).

Interpretace vysledkt

VystupemvySe popsaného bakteriologického vysetienije uréenikonkrétniho
plvodce onemocnéni, informace o tom, zda je izolat citlivy, intermediarni
nebo rezistentni k dané testované antimikrobialni latce a doporuceni chovateli
tykajici se dalSiho vhodného |é¢ebného postupu.

2.3.7. Parazitologické vysetieni

Vysetieni a odbér vzorki

Urceni plvodcl parazitarniho onemocnéni se provadi makroskopickym
a mikroskopickym vysSetfenim, predevsim klze a zaber, pfipadné i dalsich
patologicky zménénych organt odebranych pfi pitvé. Nej¢astéji diagnostikovani
parazité jarniho obdobi patfi mezi protozoa (bicikovci, nalevnici), popfipadé
metazoa s jednoduchym vyvojovym cyklem (jednorodi).

Postup parazitarniho vysetieni kiize

V zavislosti na velikosti ryby Ize vySetfeni provést i bez nutnosti usmrceni.
Z fixované ryby odebereme tahlym pohybem skalpelu povrchovy hlen, ktery
umistime na podlozni sklicko. Po pfidani kapky vody a zakryti krycim sklickem
muUzeme vznikly preparat prohlizet pod svételnym mikroskopem, nej¢astéji
pfi zvétSeni 40x az 100x. Preparat prohlizZime meandrovité a soustfedime
se na okrajové casti preparatu, kam casto dojde k vyplaveni pohybujicich se
parazitd.

Postup parazitarniho vysSetreni zaber

V pfipadé potiebyizde je mozno provést vysetieni bez pfedchoziho utraceni
ryby. Fixované rybé opatrné rozevieme skielové vicko a skalpelem provedeme
co nejSetrnéji povrchovy stér po sméru zabernich listkd (nebo odstfihneme
nGzkami kousek zaberni tkané). Vzorek tkané ze skalpelu preneseme
na podlozni sklicko, pfikapneme kapku vody a prekryjeme krycim sklickem.
Vznikly preparat prohlizime meandrovité pod svételnym mikroskopem,
nejcastéji pri 40x az 100x zvétseni.

Pokud jsou vySetfovany zivé ryby, je vhodné po odbérech rybu oSetfit
v hypermanganové ponorovaci koupeli (1 g.I" po dobu 30-45 s), aby se
zabranilo prfipadnému pruaniku infekce do organizmu.
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2.3.8. Hematologické vysetieni

Pro hematologické parametry ryb je charakteristické Siroké rozmezi
fyziologickych hodnot a vysokd individualni variabilita. Je to dano tim, ze
hematologické ukazatele jsou u ryb ovlivnény nejen chorobnymi stavy, ale
i mnoha vnitfnimi faktory (napf. vékem, pohlavim, plemennou pfislusnosti nebo
fazi reprodukéniho cyklu) a vnéjsimi vlivy, napt. sezénnimi cykly, teplotou vody
nebo obsahem kysliku ve vodé (Fazio a kol., 2013; Witeska, 2013; Fazio, 2019).
Proto je tfeba vysledky hematologického vySetfeni vzdy porovnat s vysledky,
zjisténymi u kontrolnich klinicky zdravych ryb, odebranych ve stejnou ro¢ni
dobu ve stejném chovném zafizeni. Nejsou-li v chovu k dispozici klinicky zdravé
ryby, je tfeba odebrat kontrolni ryby v zafizeni podobného typu se stejnou
teplotou vody.

Odbér, stabilizace a uchovavani krve

Odbér krve provadime pokud mozno bezprostiedné po vyloveni ryb.
Vyloveni a presun do jiného prostredi je pro ryby velmi stresujici zasah; stres
mUze zpusobit zmény v krevnim obrazu i vhodnotach nékterych biochemickych
parametrd (Fazio a kol.,, 2015). Tyto zmény mohou byt patrné i nékolik dni
po eliminaci stresoru (Clauss a kol., 2008).

U malych ryb a u plidku odebirame krev punkci srdce, u vétsich ryb obvykle
provadime odbér punkci ocasnich cév (Svobodova a kol., 2012) - viz obr.
15. Odebranou krev zpracujeme co nejdfive po odbéru a az do zpracovani
uchovavame v chladni¢ce nebo v chladicim boxu. Ke stabilizaci krve ryb se
pouZiva nejéast&ji heparin (Walencik a Witeska, 2007). V Ceské republice je
registrovan pfipravek Heparin inj., coz je vodny roztok sodné soli heparinu
o koncentraci 5 000 IU.ml". Pro stabilizaci 1ml krve staci 10 ul tohoto roztoku,
tj. 50 IU (Svobodova a kol., 2012). Roztokem heparinu je vhodné pied odbérem
proplachnout i injekéni stfikacku s jehlou, aby se krev pfi odbéru nesrazila
uvnitr jehly.
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Obr. 15. vievo: odbér krve kardiopunkci, vpravo: odbér krve z ocasnich cév (Foto: I.

Papezikovd).

Parametry stanovované v ramci hematologického vySetieni

K zakladnim parametrim stanovovanym pfi hematologickém vySetieni
patii poclty erytrocytd (z ang. Red Blood Cells, RBC), koncentrace hemoglobinu
(Hb) a hodnota hematokritu (z ang. Packed Cell Volume, PCV). Z téchto hodnot
se pak vypocitavaji parametry erytrocytd, jako je stfedni objem erytrocytu
(z ang. Mean Corpuscular Volume, MCV), stfedni barevna koncentrace (z ang.
Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration, MCHC), a primérné mnozstvi
hemoglobinu v erytrocytu (z ang. Mean Corpuscular Hemoglobin, MCH).
MCV (hodnota se udava ve femtolitrech; fl) = (PCV . 1 000)/pocet erytrocytl
MCH (hodnota se udava v pikogramech; pg) = Hb/pocet erytrocytl
MCHC (hodnota se udava v L.I") = Hb/(PCV . 1 000)

Dale se vramci vySetieni krevniho obrazu stanovuji celkové pocty leukocyta
(z ang. White Blood Cells, WBC) a provadi se diferencialni rozpocet leukocytd.

Pocty erytrocytt a leukocytt

Pocitani erytrocytl i leukocytd ryb provadime manudlné v Birkerové
komdrce. Plnou krev fedime v Natt-Herrickové roztoku, ktery umoziuje pocitani
erytrocytt i leukocytd najednou. Promichanou krev fedime 200x (napt. 4 975 pl
Natt-Herrickova roztoku + 25 pl krve). Nafedénou krev opatrné promichame
krouzivym pohybem a napipetujeme do Burkerovy komdrky. Erytrocyty se
Natt-Herrickovym roztokem barvi velmi slabé&, spiSe se jen mirné zvyrazni jejich
obrysy a jadra. Leukocyty se barvi fialové.

Pro stanoveni poctl erytrocytd pocitdame bunky ve dvaceti obdélnicich
Birkerovy komurky (jeden obdélnik odpovida objemu 0,001 ul). Pocditame
viechny erytrocyty, které lezi uvnitf obdélniku. Dale vybereme dvé strany
obdélniku (bud horni a pravou, nebo dolni a levou) a spocitdme i erytrocyty,
které se téchto dvou stran dotykaji zevnitf, vné anebo je pfesahuiji. U zbyvajicich
dvou stran nepocitame ani erytrocyty, které se strany dotykaji zevnitt. Spocitané
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erytrocyty se¢teme a soucet délime cislem 100. Vysledkem je pocet erytrocyta
vTIT(=10%17).

U kapra se fyziologické pocty erytrocytd pohybuji v rozmezi 1,1 az 1,8 T.I"
(Svobodova a kol., 2012). Pocty erytrocytl se u ryb zvysuji naptiklad pfi akutni
stresové reakci, kdy dochazi k uvolnéni erytrocytli z depozit ve sleziné (Witeska,
2013; Fazio, 2015) nebo pfi pobytu v hypoxickém prostredi, kdy organizmus
kompenzuje hypoxii uvoliiovanim erytrocytt ze sleziny a stimulaci erytropoézy
(Witeska, 2013). Ke snizeni poctu erytrocytl dochazi napriklad pfi chorobach
postihujicich ledviny a jejich krvetvornou funkci, pfi nékterych intoxikacich, pfi
silnych invazich krevnich bi¢ikovcl (Trypanosoma spp., Trypanoplasma spp.)
anebo parazitl sajicich krev (pijavky, parazitic¢ti ¢lenovci) (Clauss a kol., 2008).
Dalsi pricinou mohou byt infekce hemolytickymi bakteriemi nebo infekce, pfi
nichz vznikaji krvacejici 1éze (Clauss a kol., 2008).

Pro stanoveni poctd leukocytd pocitame buriky ve 100 velkych ¢tvercich
Birkerovy komurky (jeden ctverec odpovidd objemu 0,004 pl). Pocitame
viechny bunky, které se nachazeji uvniti ¢tverce a po dvou stranach ctverce
i buniky, které se dotykaji strany Ctverce, presahuji ji anebo se ji dotykaji
z vnéjsi strany. U zbyvajicich dvou stran nepocitame ani leukocyty, které
se strany dotykaji zevnitl. Souclet spocitanych leukocytd délime dvéma.
Vysledkem je pocet leukocytl v G.I" (= 10°.I"). U kapra se fyziologické pocty
leukocytd pohybuji v rozmezi 10-80 G.I" (Svobodova a kol., 2012). Celkové
pocty leukocytl se zvysuji pfi infekénich onemocnénich a pfi poSkozeni tkani.
Ke snizeni poctl leukocytd dochazi napftiklad pfi vystaveni ryb nékterym
toxickym latkam (Witeska a kol., 2010).

Koncentrace hemoglobinu

Koncentraci hemoglobinu stanovujeme spektrofotometricky
kyanohemoglobinovou metodou. Koncentrace hemoglobinu v krvi zdravych
kaprt se obvykle pohybuje v rozmezi 60-100 g.I" (Svobodova a kol., 2012).

Hematokritova hodnota

Pro stanoveni hodnoty hematokritu nasajeme dobife promichanou
krev do hematokritové kapilary. Kapilaru utésnime tmelem, vlozime
do hematokritové centrifugy a tfi minuty odstfedujeme pfi rychlosti 14 000
otdcek za minutu. Po odstfedéni odecteme procento formovanych krevnich
elementd pomoci hematokritového méfidla a vysledek vynasobime hodnotou
0,01. Hodnotu hematokritu vyjadfujeme v LI7. Hodnota hematokritu se
u zdravych kapra obvykle pohybuje v rozmezi od 0,28 do 0,40 I.I"" (Svobodova
a kol., 2012).

-34 -



DIAGNOSTIKA JARNICH UHYNU KAPRU

Diferencialni rozpocet leukocyta (leukogram)

Stanoveni diferencidlniho rozpoc¢tu leukocytl (relativniho zastoupeni
jednotlivych typud leukocytl v krvi) je naro¢né a vyzaduje zkuSenost, nebot
v periferni krvi ryb se kromé zralych krevnich element bézné vyskytuji i nezralé
buriky ¢ervené i bilé krevni fady. Cim méné je butika diferencovana, tim obtizngji
se zafazuje k jednotlivym typtm.

Krevni natéry pro stanoveni diferencidlniho poctu leukocytl zhotovujeme
pokud mozno ihned po odbéru krve. Na suché, (cisté podlozni sklicko
naneseme kapku plné krve o velikosti Spendlikové hlavicky (5-10 pl), k okraji
kapky pfilozime roztérové sklicko se zabrousenymi rohy a rychlym pohybem
roztdhneme kapku po ploSe sklicka. Hotové natéry nechame zaschnout
a obarvime metodou dle Pappenheima anebo pomoci nékterého z komeréné
dostupnych kit (Svobodova a kol.,, 2012). Krevni natéry prohlizime pod
1000nasobnym zvétSenim za pouzitiimerzniho oleje. Prohlizime koncovou ¢ast
natéru, kde je vrstva bunék nejten¢i. Meandrovitym pohybem prohledavame
krevni natér a nalezené leukocyty zafazujeme k jednotlivym typam (lymfocyt,
neutrofil, monocyt, eozinofil, bazofil). Vyhodnocujeme 200 leukocytl v natéru,
vysledkem je procentualni zastoupeni jednotlivych typd bunék.

Lymfocyty kapra maji velikost 6,6-11,8 pm (Imagawa a kol., 1989). Maji
centralné umisténé kulovité jadro se silné denznim chromatinem a okolo jadra
uzky lem bazofilni cytoplazmy (Tripathi a kol., 2004). U nékterych lymfocytd
cytoplazma obklopuje jadro jen okrskovité. Velké reaktivni lymfocyty maiji
ve srovnani s malymi lymfocyty vyssi podil cytoplazmy (Tripathi a kol., 2004).

Neutrofilni granulocyty kapra maji velikost 10-15 pm (Imagawa a kol.,
1989), kulovity tvar, segmentované jadro a slabé eozinofilni cytoplazmu,
obsahuijici drobna, nevyrazné se barvici granula (Tripathi a kol., 2004). Mladsi
vyvojova stadia, tzv. tycky, maji excentricky ulozené tyckovité jadro. Tycky se
u ryb podobné jako u savcl zafazuji mezi zralé neutrofily.

Eozinofilni granulocyty kapra maji velikost 8-12 pm (Imagawa a kol.,
1989). Jejich cytoplazmaticka granula jsou vétsi nez u neutrofilnich granulocytt
a vyrazné eozinofilni.

Bazofilni granulocyty kapra maji velikost 10-12 um, excentricky ulozené
jadro a modroSedou cytoplazmu (Tripathi a kol., 2004), obsahujici silné
bazofilni granula (Suzuki, 1986).

Monocyty kapra maji velikost 10-16 pm, ovalné nebo ledvinovité jadro
a slabé bazofilni cytoplazmu (Imagawa a kol., 1989).

V diferencialnim rozpoc¢tu zdravych ryb vyrazné prevazuji lymfocyty,
které u kapra predstavuji 76-97,5% celkového poctu leukocytl (Svobodova
a kol.,, 2012). Z granulocytarni fady jsou nejhojnéji zastoupeny neutrofilni
granulocyty (Clauss a kol., 2008). Jednim z ¢asto stanovovanych parametri
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je pomér neutrofild a lymfocytd (N : L ratio). Tento pomér se méni napfiklad
pfi nékterych infek¢nich chorobach, kdy v disledku vzestupu celkovych poctl
neutrofild stoupd i procento neutrofild v krevnim natéru. Podobny obraz
nachdazime i u ryb vystavenych stresu, nebot glukokortikoidy produkované
v pribéhu stresové reakce ovliviiuji uvoliovani leukocytl z krvetvornych tkani
a jejich redistribuci v organizmu. Lymfocyty adheruji k endotelidlnim bunkam
a pozdé&ji migruji do tkani, ¢imz se snizuje jejich zastoupeni v periferni krvi.
U cirkulujicich neutrofild naopak glukokortikoidy inhibuji migraci do tkani
a stimuluji uvolfiovani novotvorenych bunék z hematopoetickych organa
(Davis, 2008). U ryb vystavenych stresu se zvySuje také zastoupeni nezralych
forem neutrofild (myelocytd a metamyelocytl) (Dobsikova a kol., 2006).

Podrobnéjsi popis jednotlivych typd krevnich bunék ainterpretace nalezd pfi
hodnoceni krevnich natérd jsou uvedeny v metodice ,Stanoveni diferencialniho
poctu leukocytl ryb” (Piackova a kol., 2014).

Dalsi parametry zjiStované vySetienim krevniho natéru

VySetfenim krevniho natéru mizZeme hodnotit také zmény v morfologii
erytrocytd. Morfologické anomadlie erytrocytl jsou ¢astym nalezem u ryb
vystavenych toxickym latkam. Zjistujeme napfiklad zmény tvaru a velikosti
bunék, malformace jadra, kondenzaci chromatinu na periferii jadra nebo
amitézu (Witeska, 2013).

Dale mizeme v krevnim natéru sledovat zmény v zastoupeni nezralych
forem erytrocytd. Zralé erytrocyty kapra maji velikost 10-12 pm. Nezralé
formy erytrocytl jsou mensi, kulovité nebo kratce ovalné, maji kulovité jadro
a bazofilni cytoplazmu (Tripathi a kol., 2004). Podil nezralych forem erytrocyta
se zvySuje pfi chorobach spojenych s krvacenim nebo s hemolyzou, ale také
pfi hypoxii, pfi zménach teploty vody nebo pfi setkani s nékterymi toxickymi
latkami (Clauss a kol., 2008). Snizeni podilu nezralych erytrocytl signalizuje
Utlum krvetvorby, ke kterému dochazi napriklad pti dlouhodobém hladovéni
(Kondera a kol., 2017).

VySetfeni krevniho natéru je také dilezitou soucasti diagnostiky pfi
podezieni na napadeni krevnimi bic¢ikovci (Trypanosoma spp., Trypanoplasma
spp.)-

Interpretace vysledk

U nékterych chorob zatim neni k dispozici dostatek studii popisujicich
zmény v hodnotach hematologickych parametrd. Proto se hematologické
vySetfeni vétSinou vyuziva jen pro doplnéni celkového obrazu. Vyjimkou je
podezieni na napadeni krevnimi bicikovci, u kterého je hematologické vySetieni
dilezitou soucasti diagnostiky. V Tab. 4 jsou uvedeny nalezy popsané rliznymi
autory u nékterych chorob, které je potfeba brat v ivahu z hlediska diferencialni
diagnostiky.
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Tab. 4. Zmény v hematologickych parametrech pfi nékterych chorobdch objevujicich
se u kapri v jarnim obdobi.

Choroba (plivodce) Hematologicky nalez Literatura
Spava nemoc kapri  Zvyseni celkovych poctu leukocytt, zvysené
(Carp edema virus) procento neutrofilli, snizené procento
lymfocytd. Snizeni celkovych poctl erytrocyta.
Jarni virémie karpd  ZvySeni poctl neutrofill, monocytd
(Carp sprivivirus) a eozinofild. U neutrofild vakuolizace Rehulka (1996)
cytoplazmy a jadra. Snizeni poctd lymfocytd.
Trypanoplasmoéza Snizeni celkovych poctu erytrocytd, snizeni
(Trypanoplasma poctl zralych forem erytrocytd, snizeni
borrelii) hematokritu. Zvyseni poctl nezralych forem
erytrocytd, zvySeni poctd celkovych leukocytd,
granulocytt a granuloblastd.

Lewisch a kol.
(2015)

Steinhagen
a kol. (1990)

2.3.9. Biochemické vysetieni krevni plazmy

Zmény v biochemickém profilu krve jsou velmi citlivym indikatorem
stavu organizmu ryb. Interpretace vysledkd biochemického vysetieni je viak
obtizna, protoze vnitfni stav organizmu je u ryb ovlivnén nejen endogennimi
faktory (vékem, pohlavim, plemenem a chovnou linii, fazi reprodukéniho cyklu
a zdravotnim stavem), ale také mnoha environmentalnimi faktory, napftiklad
teplotou vody, obsahem kysliku, sezénnimi pfirodnimi cykly a potravni nabidkou
(De Pedro a kol., 2005; Arthanari a Dhanapalan; 2015). Proto je vhodné pfi
hodnoceni zdravotniho stavu ryb porovnat vysledky biochemického vySetieni
s vysledky vysSetfeni klinicky zcela zdravych kontrolnich ryb.

Pri diagnostice jarnich ahynG kaprd ma biochemické vySetfeni vyznam
pfedevSim pro posouzeni celkového zdravotniho stavu obsadky a pro
sledovani dalsiho vyvoje onemocnéni. Nezastupitelnou Ulohu ma biochemické
vySetfeni zejména pti podezieni na intoxikaci amoniakem exogenniho nebo
endogenniho plvodu.

Odbér krve

Odbér krve provadime pokud mozno bezprostfedné po vyloveni ryb.
U malych ryb a u plidku odebirame krev kardiopunkci. U vétsich ryb obvykle
provadime odbér punkci ocasnich cév (Svobodova a kol., 2012). Ddlezité je
odebrat krev Setrné, aby nedoslo k jeji hemolyze, kterd mize vyznamné ovlivnit
vysledky vySetfeni.
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Ziskavani krevni plazmy a krevniho séra pro biochemické vysetieni

Pro stanoveni biochemického profilu se vétSinou vyuziva krevni plazma. Pfi
ziskavani krevniho séra mlGze béhem srazeni krve dochazet k utilizaci nékterych
slozek krevni plazmy, takZze hodnoty namérené v séru nemusi presné odrazet
skute¢né hladiny analytd v cirkulujici krvi (Hrubec a Smith, 1999).

Pro ziskani krevniho séra odebirame krev bez pouziti antikoagula¢nich
prostifedkl. Odebranou krev preneseme do zkumavky a ponechame 1 hodinu
stat pfi laboratorni teploté. Poté zkumavku presuneme do chladnicky
ainkubujeme pfes noc pfi 4 °C. Druhy den srazenou krev odstfedime (1000 x g,
15 minut, 4 °C) a odebereme sérum. Ziskané sérum bud pfimo vyuZijeme
k analyze anebo zamrazime na teplotu minimalné -20 °C (Kolafova a Velisek,
2012).

Pro ziskani krevni plazmy odebirdme krev do zkumavek s pfidavkem
antikoagulacnich ¢inidel. Ke stabilizaci krve ryb se pouziva nejcastéji heparin
(Walencik a Witeska, 2007) - viz kapitola hematologické vySetfeni. Plnou
krev po odbéru Setrné promichame s protisrazlivym cinidlem opakovanym
pfevracenim uzaviené zkumavky. Promichanou krev odstfedime (1 000 x g,
15 minut, pfi 4 °C nebo pfi laboratorni teploté). Krev by méla byt odstfedéna
co nejdfive po odbéru, optimalné do jedné hodiny, a az do odstfedéni by
meéla byt uchovavana v chladni¢ce (Braceland a kol.,, 2017). Po odstifedéni
krve odebereme plazmu. V pfipadé, ze nelze stanoveni biochemického profilu
provést bezprostfedné po ziskani plazmy, zamrazujeme vzorky na teplotu
minimalné -18 °C.

Ke stanoveni biochemického profilu krve se vyuZzivaji biochemické
analyzatory, které umoziuji v kratké dobé zmérit velké mnozstvi analytd
v relativné malém mnozZzstvi plazmy nebo séra.

Biochemické parametry stanovované u ryb

Celkova bilkovina

Celkova bilkovina predstavuje souhrn v3ech proteintd krevni plazmy. U ryb je
bilkoviny je soucasti tzv. zkraceného hematologického kondi¢niho testu
(Svobodova a kol., 2012), ktery slouzi naptiklad k vyhodnoceni kondice ryb
pfed komorovanim.

Ke snizeni hladiny celkové bilkoviny dochazi pfi hladovéni, pfi poruchach
vstiebavani Zivin a pfi chorobach spojenych s narusenim funkce jater, kde je
syntetizovana prevazna vétsina plazmatickych proteint (Schreiber, 1978).

Pfi stanovovani koncentrace celkové bilkoviny v krevnim séru je treba
brat v Gvahu absenci fibrinogenu. Pfi porovnani vysledkd méreni ve vzorcich
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séra a plazmy od stejnych jedincl zjiStujeme ve vzorcich séra vyznamné nizsi
koncentraci proteinl nez ve vzorcich plazmy (Bakker a kol, 1992).

Koncentrace celkové bilkoviny v plazmé se u klinicky zdravych kapra
pohybuje v rozmezi 16-45 g.I"" (Kolafova a VeliSek, 2012). Tento parametr ma
v nasich zemépisnych Sirkach vyraznou sezénni dynamiku souvisejici s potravni
nabidkou a s intenzitou metabolizmu. Nejvyssi hodnoty celkové bilkoviny byly
u ryb zjistény v 1été, nejnizsi v zimnim obdobi (Svoboda a kol., 2001).

Laktat

Laktat vznika v organizmu pfi anaerobni glykolyze. Jeho koncentrace v krvi
je odrazem jeho produkce ve tkanich a odbourdvani v jatrech. Tvorba laktatu
se u ryb zvySuje napfiklad pfi hypoxii nebo pfi intenzivni télesné namaze.
Vytvoreny laktat u ryb pretrvava v krvi déle nez u savcd, u kostnatych ryb
typicky trva 12-24 hodin, neZ se po namaze hladina vrati k ptivodni hodnoté
(Hazel, 1993). Odbouravani laktatu je snizeno napfiklad pfi tkariové hypoxii,
pfi chorobach spojenych s postizenim jater nebo pfi poruchach perfuze jater.

Hladina laktatu v krvi se u klinicky zdravych kaprd pohybuje mezi
0,52-6,32 mmol.I"" (Kolarova a Velisek, 2012).

Amoniak

Amoniak je u sladkovodnich ryb hlavnim kone¢nym produktem metabolizmu
dusikatych latek. Vznika prevazné deaminaci aminokyselin, pfedevsim v jatrech,
v ledvinach, ve svaloviné a ve strevé. VétSina vyprodukovaného amoniaku je
u ryb vylu¢ovana zabrami, mensi ¢ast (u kapra pouze 4 %) odchazi z téla moci
(Smutna a kol., 2002).

Pfi nahlé zméné podminek vnéjSiho prostfedi muize dojit k naruSeni
rovnovahy mezi produkci a exkreci amoniaku, ke zvySeni jeho koncentrace
v krvi a k tzv. autointoxikaci. Vylu¢ovani amoniaku z organizmu se snizuje pfi
nahlém poklesu teploty vody nebo pfi nahlém poklesu koncentrace kysliku
ve vodé. Dalsi pfi¢cinou mize byt zvySeni pH vody. Amoniak je ve vodném
prostfedi pfitomen v nedisociované formé& (NH,) a jako amonny iont (NH,*).
Pomér téchto dvou forem zavisi na hodnoté pH. Cim vy3$i je pH vody, tim
vice je ve vodé zastoupena nedisociovand forma amoniaku. Dlsledkem je
sniZzeni koncentracniho gradientu NH, mezi vodou a Zabrami, jeho pomalejsi
vylu¢ovani z organizmu a vzestup koncentrace v krvi ryb. Exkrece amoniaku
maze byt narusena i pfi poskozeni zaber (Svobodovd, 2019). Koncentrace
amoniaku v krvi po vyloveni ryb stoupd, protoze jejich zabry nejsou omyvany
vodou, a nemuze byt proto vyluc¢ovan (Ip a Chew, 2010).

Koncentrace amoniaku v krvi ryb je velmi variabilni. U klinicky zdravych
kaprd se pohybuje v zimnim obdobi v rozmezi 50-100 umol.I", ve vegetacnim
obdobi v rozmezi 500-700 pmol.I"" (Svobodova, 2019).
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Autointoxikaci amoniakem zahrnujeme do diferencialni diagnostiky jarnich
uhynt kapri predevsim v teplych jarnich mésicich.

Triglyceridy (TAG)

Koncentrace triglyceridl se vyuziva jako indikator lipidového metabolizmu.
U kapra se hodnoty plazmatickych triglyceridd pohybuji v rozmezi
0,49-2,83 mmol.I" (Kolarova a Velisek, 2012).

Glukéza

Koncentrace glukoézy je u ryb vyuzivana predevsim jako jeden z indikatord
stresu (Lee a kol., 2014). Béhem stresové reakce dochazi k mobilizaci
energetickych rezerv organizmu; katecholaminy uvolfiované do cirkulace
stimuluji glukoneogenezi v jatrech a zvysu;ji glykogenolyzu, v disledku ¢ehoz
stoupa hladina glukoézy v krvi (Jentoft a kol., 2005). Hladina glukézy je vsak
u ryb ovlivnéna i mnoha dalSimi faktory, napriklad teplotou vody, obsahem
kysliku, sezénnimi cykly nebo vyZivou (Polakof a kol, 2012).

Enzymy
Intracelularni enzymy jsou uvolfovany do cirkulace pfi poskozeni tkani.

U mirného poskozeni dochazi ke zméné permeability bunéénych membran
s nekrézou bunék nachazime v krvi i mitochondrialni enzymy. Nékteré enzymy
jsou organoveé nespecifické, jiné jsou ve vétsi mife obsazeny v urcitych tkanich
a organech a mohou slouzit jako indikatory jejich poskozeni. Koncentrace
nékterych klinicky vyznamnych enzym( naméfrené v plazmé zdravych kapri
jsou uvedeny v Tab. 5.

Aspartdtaminotransferdza (AST) je mitochondridlni a cytosolicky enzym,
ktery je ve vétsi mife obsazen v fadé organ( (jatra, srdce, kosterni svalovina,
ledviny (Sampath a Manavalaramanujam, 2002). Aktivita AST v plazmé je
vyuzivana jako indikator poSkozeni jater a kosterni svaloviny. AST je obsazena
také v erytrocytech, jeji aktivita v plazmé se zvySuje pfi hemolyze.

Alaninaminotransferdza (ALT) je obsazena predevsim v jatrech, v jinych
organech je jeji obsah podstatné nizsi. Na rozdil od AST je lokalizovana pouze
v cytosolu. Je relativné citlivym markerem poskozeni hepatocytl. Uvoliiuje
se z bunék uz pfi mirném poskozeni a jeji aktivita v plazmé dobfe koreluje
s rozsahem poskozeni jater (Knudsen a kol., 2016).

Laktdtdehydrogendza (LDH) je orgadnové nespecificky cytosolicky enzym,
ktery se uvolfiuje do krve uz pfi mirném poskozeni. Jeji aktivita v plazmé
predstavuje nespecificky, ale velmi citlivy indikator tkanového poskozeni
(Yousaf a Powell, 2012).
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Kreatinkindza (CK) je obsaZena predevsim v srdci, v kosterni svaloviné
a v mozku. Je vyuzivana jako indikator posSkozeni srdce a svalstva (Yousaf
a Powell, 2012).

Lipdza je obsazena predevsim v pankreatu a v mensi mife i ve sliznici
tenkého strfeva a v jatrech. ZvysSeni aktivity lipazy v plazmé je indikatorem
poskozeni pankreatické tkané.

Alkalickd fosfatdza (ALP) je membranové vazany enzym, obsazeny
pfedevsim v jatrech a v kostech. Aktivita v plazmé je vyuzivana jako indikator
poskozeni hepatobiliarniho systému.

Tab. 5. Koncentrace enzymi namérené v krevni plazmé zdravych kaprii (Koldrovd
a Velisek, 2012).

Aktivita (pkat.I'")

Aspartataminotransferaza (AST) 0,55-6,64
Alaninaminotransferaza (ALT) 0,10-1,60
Kreatinkinaza (CK) 11,98-18,70
Lipaza 0,0-1,48
Laktat dehydrogenaza (LDH) 9,9-22,0
Alkalicka fosfataza (ALP) 0,05-1,72
lonty

Sladkovodni ryby Ziji v prostfedi, které je ve srovnani s jejich télem
hypotonické, takze jejich télo ma tendenci pfijimat vodu a ztracet ionty.
Osmolalitu télnich tekutin udrzuji aktivnim pfijmem iontd z prostredi (predevsim
zabrami) a produkci velkého mnozstvi hypotonické modi, z niz je vétsina iontd
reabsorbovéana zpét do krve. Poruchy iontové rovnovahy mohou byt zplsobeny
poskozenim Zaber nebo ledvin. Dalsi moznou pfi¢inou je stres, u kterého se
zvysuje pratok vody pres Zabry a nasledné i pfijem vody zabrami. Pfebyte¢nou
vodu ryby vylucuji ledvinami, coz je spojeno se zvySenymi ztratami elektrolytd
(Greenwell a kol., 2003). K narus$eni iontové rovnovahy dochazi i pfi pobytu
ve vodé o nevhodném pH a pfi vystaveni ryb polutantiim (Mathan a kol., 2010).

Sodik je hlavnim extracelularnim kationtem. Ma vyznam pro udrzovani
osmolality krve a acidobazické rovnovahy. Jeho hladina je regulovana zabrami
a ledvinami, u sladkovodnich ryb se vétSina sodiku reabsorbuje zpét do krve.

Draslik se v téle ucastni fady metabolickych procesl. Je nezbytny pro
spravné fungovani nervosvalového prenosu v srdci a ve svalech. Nachazi se
ve viech bunkach v téle. Jeho koncentrace v bunkach je mnohanasobné vyssi
nez v extracelularnich tekutinach (Furukawa, 2012). Hladina drasliku v plazmé
se zvySuje pfi masivnim rozpadu bunék, dale v pocatecni fazi stresové reakce
(Martemyanov, 2014) anebo pfi pobytu ryb ve vodé o nizkém pH (Mathan
a kol., 2010). Ke ztratam drasliku mGze dojit pfi poSkozeni Zaber nebo ledvin.
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Chlor je nezbytny pro udrzovani acidobazické a osmotické rovnovahy.
Chloridy jsou u sladkovodnich ryb pfijimany do téla prfedevsim chloridovymi
burikami zaber. V ledvinach se vétsSina chloridd reabsorbuje zpét do krve
(Greenwell a kol, 2003).

Vdpnik predstavuje jeden z dulezitych parametrt pro hodnoceni vnitfniho
prostfedi pfedevsim v souvislosti s nervosvalovou drazdivosti a s posuzovanim
funkénich zmén metabolizmu kosti.

2.3.10. Hydrochemicka analyza

Odbér vzorki a terénni analyzy

Zakladnim a nezbytnym predpokladem spravnosti a pouzitelnosti vysledkd
provedeného Setreni je odborné provedeny odbér vzorkd vody a jejich spravné
skladovani do provedeni analyz. Vzorky vody se nedoporucuje odebirat
v blizkosti bfehu rybnika, ale alesporn 1 az 2m od bfehu. K takovému odbéru je
idedlIni pouzit lahev upevnénou na teleskopické tyci. U vétsich rybnik( (nad 5
ha) je vhodnéjsi provadét odbéry z vice mist za pouziti lodky a vzdy vzorky vody
odebirat jak u hladiny, tak z hloubky odpovidajici primérné velikosti vodniho
sloupce. Pfi odbéru smésného vzorku se odebiraji vzorky u hladiny, stfedu
vodniho sloupce a nade dnem. Pfi ponofovani lahve a odbéru vzorku se musi
postupovat velmi opatrné, aby nedoslo ke zvifeni bahna nebo jinych usazenin.
Mame-li podezieni na kontaminaci pfitokové vody, je potfeba odebrat vodu
i z pfitoku do rybnika. Objem vzorku potiebny pro analyzu je dan rozsahem
pozadovaného rozboru a také vybérem metod, kterymi se analyzy budou
provadét. Pro bézné stanovované ukazatele postacuje obvykle odbér 2 litrQ
vody. Pfi podezieni na otravu v disledku kontaminace vody toxickymi latkami je
tfeba zkontrolovat pfitomnost a stav zooplanktonu a fytoplanktonu. V pfipadé,
Ze jsou tyto organizmy ve vodé pritomné a nejevi znamky poskozeni, je mozno
s velkou pravdépodobnosti kontaminaci vody toxickou latkou vylou¢it, nebot
tyto organizmy jsou obvykle ve srovnani s rybami vici vétsiné toxickych latek
o 2-3 fady citlivéjsi. V opacném pripadé, zvlasté pfi podezieni na otravu
pesticidy, je doporucovan odbér 4 litrd vody podle Vyhlasky ¢ 327/2012 Sb.
(ve znéni pozdéjSich predpist). Vzorek se odebira do sklenénych nebo
plastovych lahvi. Dobfe se osvédcuji PET lahve od neochucené stolni vody.
Pro ziskani spolehlivych vysledkd je potieba co nejvice zkratit dobu mezi
odbérem vzorku a jeho analyzou. Pro prepravu vzorkl je nutné pouzivat
tepelné izolované brasny. Odebrané vzorky vody se po prevozu do laboratore
skladuji v chladnicce pfi teploté 4 °C. Doba skladovani by méla byt co nejkratsi
a pokud mozno by neméla prekrocit 24 hodin. V laboratofich se provadi
zakladni hydrochemicky rozbor, jehoz rozsah zavisi na okolnostech, které jsou
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davany do souvislosti s uhynem ryb. V pfipadé rybni¢ni vody se bézné sleduiji
nasledujici parametry kvality vody: pH, kyselinova neutraliza¢ni kapacita do pH
4,5 - KNK4'5, dusik amoniakalni - N-(NH, + NH,*), dusik dusi¢nanovy - N-NO_,
fosfor fosfore¢nanovy - P-PO,*, fosfor celkovy - P_, , chemicka spotfeba
kysliku manganistanovou metodou - CHSK, , biochemicka spotfeba kysliku
za 5 dni - BSK,, dusikaté latky - NL. Specialni analyzy (stanoveni ropnych latek,
pesticidd, kyanidd apod.) se provadéji jen v urcitych specifickych pfipadech.
Jedna se zejména o hodnoceni havarijnich situaci, kde se na zakladé anamnézy
da predpokladat, Ze mohlo dojit k uniku (splachu) néjakych toxickych latek
do rybnika.

Nékteré parametry kvality vody, jako jsou napf. teplota, koncentrace kysliku,
pH, prihlednost, barva a zapach, se musi stanovit ihned na misté pfi odbéru.
K tomu ucelu se vyuzivaji pfenosné (terénni) pfistroje (oxy- a pH-metry) a dalsi
pomucky (Secciho deska na stanoveni prihlednosti vody). Dale je mozno
provadét pfimo na misté odbéru nékteré zjednodusené analyzy, které umozni
ziskat zakladni informace o kvalité vody pfimo v terénu. K tomu ucelu se
pouziva napt. Combi souprava (Valentova a kol., 2009). Pomoci této soupravy
Ize stanovit prihlednost a barvu vody, hodnotu pH, kyselinovou neutraliza¢ni
kapacitu, koncentraci rozpusténého kysliku, koncentraci amonnych iontd,
koncentraci ortofosfore¢nand. Na trhu jsou dostupné i jiné sety dodavané
riznymi firmami, které umoznuji provadét jednoduché analyzy téchto i dalSich
parametrd kvality vody. Takto provedené analyzy samoziejmé neposkytuji
uplné presné vysledky, ale zejména v pfipadech havarijnich stav(i a dhynd
ryb poskytnou cenné okamzité informace, které se poté ovéfuji presnymi
laboratornimi analyzami (Valentova a kol., 2013).

Teplota vody

Teplota vody je jednim z vyznamnych faktorQ, které ovliviiuji nejen jeji
kvalitu, ale také (a to predevsim) intenzitu metabolizmu vodnich organizma
arychlost probihajicich biochemickych procest. Podrobné tdaje k problematice
teploty vody v souvislosti s chovem ryb uvadi Machova a Svobodova (2014),
odkud jsou Cerpany dale uvedené stru¢né informace vztazené k problematice
jarnich dhyna ryb.

Jak je vSeobecné znamo, ryby jsou poikilotermni Zivocichové. To znamen3,
Ze teplota jejich téla se méni s teplotou vody, ve které ziji. Optimalni teplota
pro rdst a vyvoj kaprovitych ryb je 18 az 28 °C. V oblasti stfedni Evropy
(mirného pasma) jsou ryby schopné ve svém pfrirozeném prostredi snadno
tolerovat sezénni zmény teploty vody, tj. pokles na 0 °C v zimnim obdobi
a vzrist na 20 az 30 °C v |été. D4 se tedy fici, Ze kapr se dokaze pfizpUsobit
znac¢né Sirokému rozmezi teplot. Nebezpedi viak predstavuji nahlé zmény
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teploty. Pfi ndhlé zméné teploty o 12 °C a vice dochazi u ryb k teplotnimu
Soku, ktery mlze vyvolat i jejich tUhyn. Podstatné vyssi citlivost k teplotnim
zménam vykazuji rana vyvojova stadia ryb, kde by nahlé teplotni zmény nemély
prekracovat 3 °C. Na rozdily teplot je tfeba si davat pozor napf. pfi vysazovani
vackového plidku, ktery je odchovavan v lihnich pfi teploté kolem 20 °C a poté
je vysazovan do rybnikd. Déje se tak obvykle v kvétnu, kdy se teplota vody
v rybnicich pohybuje kolem 15 °C a za nepfiznivého pocasi mize byt i nizsi
(Svobodova a kol., 1987). Pfi pfesazeni nakrmenych ryb do chladnéjsi vody
(o 5 az 8 °C a pripadné vice) dochazi k porucham nebo Uplnému zastaveni
procesu traveni. Kvasenim nestravené nebo <¢astecné natravené potravy
vznikaji v travicim ustroji plyny, jejichz nahromadéni zpisobuje zvétseni télni
dutiny, ztratu rovnovahy a dhyn ryb. V dlsledku nahlého snizeni intenzity
metabolizmu dochazi i ke sniZzeni vylu¢ovani amoniaku pres Zaberni Ustroji
a zvySuje se jeho koncentrace v krevni plazmé. To vede k autointoxikaci
amoniakem a k naslednému Uhynu. Z toho dlvodu je tfeba vénovat pozornost
teploté vody i pfi transportu ryb, kdy jsou ryby vystavovany velkému stresu,
ktery pro né predstavuje jak jejich odlov, tak transport.

Metoda stanoveni: teplota vody se méfi teplomérem pfi odbéru vzorkd,
daldi moznost poskytuji pH-metry a oxymetry, jejichz soucasti jsou téz cidla
na méreni teploty. Na pocatku jara byva teplota vody v celém sloupci vyrovnana.
S postupujicim jarem, zvlasté najeho konci, v zavislosti na hloubce a prito¢nosti
nadrze a na celkovych povétrnostnich podminkach, mlze vznikat stratifikace.
Proto je pro objektivni posouzeni teploty vody tfeba provadét méreni nejen
u hladiny, ale i v rdznych hloubkach, a na zakladé zjisténych hodnot je mozno
posoudit, zda doslo k vytvoreni stratifikace. V poslednich letech, kdy se typicky
jarni teploty mnohdy vyskytuji jen na pocatku jara a teplota vody poté rychle
stoupd, mGzeme stratifikaci zaznamenat jiz velmi brzy.

Prahlednost a barva vody

Prdhlednost je zavisla na barvé a zakalu vody. U rybnik@ s vétSimi obsadkami
kapra (v ddsledku ryti ryb ve dné) se vyskytuje zakal, ktery je vegetacniho
i abiotického (jilového) plvodu. Po prudkych destich se v rybnicich objevuje
zakal prevazné abiotického puvodu v disledku splachd. Zména prdahlednosti
v8ak nastava i v pribéhu bourek nebo plsobenim silného vétru, diky kterému
se porusi stratifikace a dojde ke zméné plvodniho rozloZeni organizmi
ve vodé (napf. pfi bourkach). Pfi zvySeni pradhlednosti je nutno pocitat
s hlubsim prosvétlenim vodniho sloupce (mnohdy az ke dnu), coz umoznuje
rast makrofyt, kterd v rybnicich s nizkou prdhlednosti nenajdeme.
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U vysoce eutrofnich (poly- az hypertrofnich) a organicky zatizenych rybnika
se doporucuje méfit prihlednost vody zejména v jarnim obdobi ¢astéji (jednou
az dvakrat tydné nebo i ¢astéji, pokud se zvysSuje prihlednost vody a narlsta
biomasa hrubého dafniového zooplanktonu). Zmény pridhlednosti mohou
predikovat ddlezité zmény v hydrobiologickych i hydrochemickych pomérech.
Zeleny zakal a zmensujici se prihlednost signalizuji rozvoj fytoplanktonu
a tim i pfipadné zvySovani hodnot pH. Naopak rychle se zvysujici prihlednost
signalizuje Ubytek fytoplanktonu, ke kterému dochazi v ddsledku intenzivniho
vyziraciho tlaku prevazné hrubého dafniového zooplanktonu. Takovy stav
nastava pfi snizeni vyziraciho tlaku rybi obsadky, jehoZ pfi¢cinou muaze byt
zhorSeni zdravotniho stavu ryb, nebo dokonce jejich ahyn ¢i provedeny odlov.
V kazdém pfipadé je nahlé a vyrazné zvyseni prahlednosti vody signalem pro
zvySeni pozornosti, kterou je nutno vénovat zdravotnimu stavu obsadky.
Soucasné je nutné se pfipravit na moznost nastupu kyslikového deficitu
v dlsledku pfemnozeni hrubého zooplanktonu a uUbytku fytoplanktonu -
producenta kysliku. Bézné hodnoty prihlednosti vody v rybnicich by se
ve vegetacnim obdobi mély pohybovat fadové v desitkach cm.

Nazelenald barva vody indikuje pritomnost fytoplanktonu. Naopak
tmavohnéda nebo nasedla barva s jilovitym zakalem indikuje, Ze rybi obsadka
nema k dispozici dostatek planktonni potravy a ryje ve dné. Silny zakal muze
vyvolat sniZzenou prostupnost svétla a omezeni fotosyntetické ¢innosti.

Metoda stanoveni: k méfeni prihlednosti vody se pouziva Secciho deska.
Jedna se o desku kruhového tvaru o priméru cca 10cm nebo ¢tvercovou
desku o délce hrany 10 cm. Plocha desky je rozdélena na kvadranty, které jsou
vybarveny stfidavé bilou a ¢ernou barvou. Deska je zavéSena na provazku,
nebo upevnéna na tyci a ponofuje se pod hladinu. V momenté, kdy se deska
Jztrati” (pfestane byt vidét), odecte se hloubka ponofeni (tedy prahlednost
vody). Barva vody se potom posuzuje pfi ponofeni desky do poloviny hloubky
prahlednosti proti bilému terci na Secciho desce.

Kyslik

Kyslikovy deficit je velmi ¢astou pfic¢inou zdravotnich problému i havarijnich
uhynt ryb. Dochazi k nému v pfipadé, ze jeho spotfeba je vétsi nez dotace
z atmosféry a z fotosyntetické asimilace zelenych organizm (fytoplanktonu,
makrofyt). Potencidlni nebezpedi vzniku kyslikového deficitu roste se
stoupajici teplotou a mnozstvim biologicky rozlozitelnych latek pfitomnych
ve vodnim prostredi, nebot pfi jejich aerobnim rozkladu se zna¢né mnozstvi
kysliku spotfebuje. S narlstajici teplotou se rychlost rozkladu zvySuje, a navic
klesd rozpustnost plynt (a tedy i kysliku) ve vodé. Zdrojem organickych
latek v rybnicich mlze byt napf. nedostate¢né zmineralizovana biomasa
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z predchoziho vegeta¢niho obdobi, splach ornice z okolnich pozemkd pfi
pfivalovych destich nebo rychlém tani snéhu nebo zbytky krmiva, které rybi
obsadka z néjakych dlvodl nespotiebuje. Stalé nebezpedi také predstavuje
hnojeni rybnikd, které je ¢asto neopodstatnéné, atoipresto, Ze bylo pfislusSnym
vodohospodarskym subjektem povoleno. Pokud po aplikaci organického
hnojeni dojde k rychlému nardstu teploty vody, vytvofi se kyslikova stratifikace.
Rychly rozklad organické hmoty vede k odcerpani kysliku a vytvofi se tak
anoxické, nebo dokonce anaerobni podminky, které postihuji vyznamny podil
vodniho sloupce. Za takovych okolnosti se ryba zdrzuje pfi hladiné a stava se
tak snadnou kofisti rybich predatord. Navic, promichani obsahu celé nadrze, at
je vyvolano jakymkoliv podnétem (bourka, prudky vitr, nahlé ochlazeni nebo
instalace a provoz aera¢niho zafizeni), vede k hlubokému kyslikovému deficitu,
a to v celém vodnim sloupci. Ryby potom nemaji moznost najit zény s lepSimi
kyslikovymi pomeéry. Tato situace je nebezpecna zvlasté pro ryby, které maji
travici trakt napInény predkladanou potravou.

Deficit kysliku midze byt téz vyvolan neimérné vysokou rybi obsadkou,
s ¢imZz se mizZeme setkat zejména v mensSich nadrzich provozovanych
zacdinajicimi chovateli. Provozovatelé takovych rybni¢ck mnohdy nedaji
do souvislosti naroky ryb s objemem vody, ktery je v nadrzi. Ryby chované
v béZnych rybnicich maji k dispozici v prepoctu i vice nez 10 m* vody na Tkg
hmotnosti ryb i pfi relativné vysoké obsadce 1 t.ha™ pii hloubce Tm.

Kritické hodnoty koncentrace kysliku v rybnicich s narusenym kyslikovym
rezimem se objevuji v brzkych rannich hodinach (jesté pred vychodem slunce),
nebot diky absenci svétla zelené organizmy kyslik neprodukuji, ale naopak
disimiluji, tedy kyslik spotfebovavaji. Problémy s kyslikem se dostavuji také pfi
devastaci fytoplanktonu, pfip. makrofyt, at je jiz pfic¢ina jejich poSkozeni jakakoli
(napf. neumérné silny vyziraci tlak zooplanktonu nebo poskozeni zelenych
organizmi v ddsledku kontaminace vodniho prostredi herbicidy s algicidnim
Uc¢inkem). V pfipadé poskozeni fytoplanktonu algicidnim pfipravkem je
nutno pocitat s tim, zZe na jedné strané dochazi k omezeni produkce kysliku
a na strané druhé vzrista jeho spotfeba v souvislosti s biologickym rozkladem
takto vzniklé organické hmoty.

Velmi specifickym prikladem, ktery popisujeme nize, je vznik kyslikového
deficitu vyvolany nadmérnym rozvojem hrubého dafniového zooplanktonu.

VSechny okolnosti vedouci k tomuto stavu jsou podrobné popsany
v metodice autorl Faina a kol. (2007), zkraceny popis prevzaty z této metodiky
uvadime nize.

Jedna se o situaci, ke které opakované dochazelo v jarnim obdobi (konec
dubna az zacatek kvétna) na jednom vysoce eutrofnim a organicky zatizeném
produkénim rybniku, ktery slouzil také jako stabiliza¢ni rybnik. Pfi dneSnim
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zatizeni rybni¢nich vod intenzivnim pfikrmovanim se do této Urovné dostavaji
i bézné chovné rybniky.

Prvotni pfi¢inou vzniku nize popsanych problémia byla vysoka troficka
uroveni, organické zatiZzeni vody a zmény jejiho chemizmu, ke kterym dochazi
pravé na zacatku jara, kdy se zacind rozvijet fytoplankton. Na pocatku
vegetacni sezony voda vykazovala vysoké koncentrace Zivin (fosforu a dusiku,
ktery byl prevazné ve formé amoniaku). Diky rozvoji fytoplanktonu, jehoz
intenzivni fotosyntetickou asimilaci byl z vody odcerpavan oxid uhlicity
z uhli¢itanového systému, se snizovala neutraliza¢ni kapacita vody a zvySovalo
pH vody na hodnoty vy3si nez 10. V tomto obdobi (kdy ve vodé jesté
pretrvavaly pomérné vysoké koncentrace celkového amoniaku a jiz nastoupily
vysoké hodnoty pH), byly do rybnika vysazeny ryby. V takovych podminkach
je podstatna ¢ast z celkového amoniaku pfitomna v nedisociované (pro ryby
toxické) formé - (viz dale odstavec ,Amoniak”). Pfi zvySené koncentraci
toxického amoniaku ve vodé nejsou ryby schopné amoniak (hlavni produkt
metabolizmu bilkovin) z téla vylu¢ovat, a dochazi tak k autointoxikaci. Navic,
vysoké hodnoty pH a vysoké koncentrace amoniaku poskodily rybam Zabry,
coz vyustilo v toxickou nekrézu zaber. Vzhledem k tomu, Ze v tomto obdobi
byva ve vodé v pribéhu dne dostatek kysliku (za dne vysoké pfesyceni), jsou
ryby po urditou dobu schopny tyto nepfiznivé podminky tolerovat. Avsak diky
jejich zhorSenému zdravotnim stavu ryby prestavaly jevit zdjem o potravu. To
znamena, Ze zooplankton prestal byt regulovan vyziracim tlakem ryb a doslo
k jeho pfemnozeni. Pfemnozeny zooplankton velmi rychle redukoval pfitomny
fytoplankton - producenta kysliku. Nasledkem ubytku fytoplanktonu klesla
koncentrace chlorofylu a velmi rychle a vyznamné vzrostla prihlednost vody’
(béhem dvou az tfi dntd z nékolika centimetrd na 1m a vice). Produkce kysliku
tak prudce klesla (béhem jednoho az dvou dnl z plvodniho presyceni az
na deficitni koncentrace i v pribéhu dne). Ryby tak byly vystaveny nedostatku
kysliku (na vzniku deficitu se v tomto pfipadé dominantné podilely prevazné
velké druhy perloocek). Ryby v té dobé mély poSkozené zabry, coZ negativné
ovliviiovalo moZznost vymény plyn(. Celd tato situace obvykle vyustila v havarijni
uhyn velké casti obsadky.

Pozndmka: V pfipadé, Ze lze zaznamenat u vétsiny pfitomnych perloocek
cervené zbarveni, znamena to, Ze si perloo¢ky vyrobily ¢ervené krevni barvivo,
coz jim umoznilo dlouhodobéjsi preziti silné anoxie. Je to tedy jeden z ddkaz(,
Ze se vodni prostifedi nachazi nebo nachazelo v hluboké anoxii (¢ervené
zbarveni u perloocek pretrvava po urc¢itou dobu i po odeznéni nepfiznivych
kyslikovych poméra).

T pravé nahly vzrist prihlednosti vody predstavuje varovny signal pro blizici se deficit
kysliku
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Metoda stanoveni: jak jiz bylo zminéno, koncentraci kysliku ve vodé nelze
v laboratofi stanovit v béZzné odebraném vzorku vody, nebot se jeho obsah
diky probihajicim biologickym a biochemickym pochoddm velmi rychle méni.
Z tohoto ddvodu je nutno stanoveni koncentrace kysliku provést ihned
v terénu. K tomuto Ucelu je mozno pouzit néktery pfenosny bateriovy oxymetr,
nebo alespon provést na misté fixaci vzorku. Potfebna ¢inidla pro fixaci vzorku
jsou obsazena napfiklad v Combi soupravé (Valentova a kol., 2009). Méfeni
koncentrace rozpusténého kysliku je tfeba provadét nejen u hladiny (tam byvaji
koncentrace nejvyssi), ale také hloubéji (napt. cca 40 cm pod hladinou a podle
okolnosti jesté ve vétSich hloubkach. Pokud je k dispozici oxymetr, ponofime
sondu do pozadované hloubky a v pfipadé, Ze se koncentrace rozpusténého
kysliku méri ve specialné odebraném vzorku vody, je tfeba odbér ucinit pomoci
Hrbackovy odbérové lahve, ktera je soucasti vybaveni soupravy COMBI.

pH

Hodnota pH vyznamné ovliviiuje chemické a biochemické procesy a formy
vyskytu fady latek ve vodach pfitomnych, a tim i jejich rozpustnost a toxicitu.
Proto je stanoveni hodnoty pH nezbytnou soucdasti kazdého chemického
rozboru. Z parametrd, které jsou dilezité pro rybni¢ni vodu, pfipada v avahu
prfedevsim amoniak. V tomto pfipadé je hodnota pH vody natolik vyznamna,
Ze bez jeji znalosti nelze vibec odhadovat potencialni nebezpedi, které
rybam a dalS$im vodnim organizmdm pfi vyskytu zvySenych koncentraci
amoniaku hrozi (viz nasledujici odstavec ,Amoniak”). Samoziejmé, i v pfipadé
kontaminace vodniho prostredi cizorodymi latkami, které vnikly do vody pfi
havariich, je hodnota pH v mnohych pfipadech velmi dllezity faktor, ktery nam
muUze pomoci pfi odhalovani pfi¢iny poskozeni ryb.

Vjarnim obdobi je nej¢astéjsim problémem zvySovani hodnot pH v disledku
fotosyntetické Cinnosti zelenych organizm (v tomto pfipadé nejsou vyjimkou
hodnoty pH 10 a vy3e). Dale, zejména v pfipadé mensich nadrzi, maze dojit
k nahlému zvySeni hodnot pH pfi stavebnich tpravach provadénych v blizkém
okoli, kdy vduasledku Spatného zabezpeceni stavby uniknou do vody cementové
smési. V tomto pripadé je tfeba pfipomenout, Ze tyto smési obsahuji téz
amonné slouceniny, takze je rybi obsadka ohrozena nejen vysokymi hodnotami
pH, ale také otravou volnym (toxickym) amoniakem. K nahlému snizeni hodnot
pH v rybnicich (napf. z pH 9 na neutrdlni hodnoty) mize dojit pfi poskozeni
populace fytoplanktonu, i kdyZz voda jeSté vykazuje nazelenaly zakal. Déje
se tak napf. pfi poskozeni fytoplanktonu nékterym z herbicidd s algicidnim
uc¢inkem. | kdyz takové snizeni hodnot pH samo o sobé nepfedstavuje pro
ryby nebezpedi, je tfeba si uvédomit, ze mlze byt varovanim pfed hrozicim
kyslikovym deficitem. Nizkymi hodnotami pH (a to i pH < 4,5) jsou spise
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ohrozeny chovy ryb v recirkula¢nich systémech, kde je tfeba hodnoty pH
dlsledné kontrolovat, nebot dochazi k jejich snizovani v dlsledku probihajici
nitrifikace.

Metoda stanoveni: stanoveni hodnoty pH je rovnéz nutné provést ihned
na misté, nebot hodnoty pH se stejné jako koncentrace kysliku mohou ménit
v dasledku probihajicich biologickych a biochemickych procesi. Ke stanoveni
se bézné vyuziva prenosny pH-metr nebo kolorimetrickd metoda, ktera je
soucdsti Combi soupravy, pfipadné jiného terénniho setu.

Amoniak

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3.9. Biochemické vySetieni krevni plazmy,
amoniak se ve vodach vyskytuje ve dvou formach, a to ve formé disociované
(NH,*), ktera neni pro ryby vyrazné toxicka, a ve formé nedisociované, ,volné”
(NH,), ktera je pro ryby silné toxicka. O tom, kterd z téchto dvou forem ve vodé
prevazuje, rozhoduji pfedevsim hodnoty pH a teploty vody. V laboratornich
protokolech o vysledcich chemickych analyz vody jsou vsak vysledky bézné
uvadény jako NH,* (nebo slovné jako amonné ionty), pfipadné jako N-NH,* (nebo
slovné jako amoniakalni dusik). Ve skutec¢nosti se ale vzdy jedna o koncentraci
celkového amoniaku, tedy o soucet obou forem NH, + NH,* nebo o koncentraci
celkového amoniakalniho dusiku, tedy N-(NH, + NH,*). Je tomu tak proto,
Ze pouzivanymi analytickymi metodami pro stanoveni amoniaku ve vodé se
nerozlisi jednotlivé formy jeho vyskytu. Nas ale prfedevsim zajima koncentrace
volného (toxického) amoniaku, ktery musime dopocitat na zakladé zjisténé
koncentrace celkového amoniaku, hodnoty pH a teploty vody a znalosti podilu
toxického amoniaku za danych podminek. ZplGsob vypoctu koncentrace
volného amoniaku je uveden napfiklad ve skriptech Valentova a kol. (2013),
kde je rovnéz uvedena tabulka procentudlniho podilu toxického amoniaku
za dané teploty a pH vody (Tab. 6). Tyto tabulky jsou bézné dostupné iv dalsich
publikacich (namatkou Pitter, 2015, Horakova a kol., 2005).
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Tab. 6. zdvislost koncentrace nedisociovaného (volného) amoniaku na teploté
a hodnoté pH v procentech z celkového amoniakdiniho dusiku (Valentovd a kol., 2013).

t°c

pH 0 5 10 15 20 25

7,0 0,082 0,12 0,175 0,26 0,37 0,55
7,2 0,13 0,19 0,28 0,41 0,59 0,86
7,4 0,21 0,30 0,44 0,64 0,94 1,36
7,6 0,33 0,48 0,69 1,01 1,47 2,14
7,8 0,52 0,75 1,09 1,60 2,32 3,35
8,0 0,82 1,19 1,73 2,51 3,62 5,21

8,2 1,29 1,87 2,71 3,91 5,62 8,01

8,4 2,02 2,93 4,23 6,06 8,63 12,13
8,6 3,17 4,57 6,54 9,28 13,02 17,95
8,8 4,93 7,05 9,98 13,95 19,17 25,75
9,0 7,60 10,73 14,95 20,45 27,32 35,46
9,2 11,53 16,00 21,79 28,95 37,33 46,55
9,4 17,12 23,19 30,36 39,23 48,56 57,99
9,6 24,66 32,37 41,17 50,58 59,94 68,63
9,8 34,16 43,14 52,59 61,86 70,34 77,62
10,0 45,12 54,59 63,74 71,99 78,98 84,60
10,2 56,58 65,58 73,59 80,29 85,63 89,70
10,4 67,38 75,12 81,54 86,59 90,42 93,24
11,0 89,16 92,32 94,62 96,26 97,41 98,21

Amoniakalni dusik (amoniak) je primarnim produktem rozkladu organickych
dusikatych latek Zzivocisného a rostlinného puavodu. Do rybni¢ni vody se
muGze také dostavat splachem ze zemédélsky obdélavanych ploch v okoli
rybnikd, které jsou hnojeny dusikatymi hnojivy. Amoniak je rovnéz hlavnim
metabolickym produktem ryb, zooplanktonu a dalSich vodnich organizmu.
Produkce amoniaku rybami je velice rozdilnd a souvisi s mnozstvim a kvalitou
pfijimané potravy, teplotou vody a dalSimi faktory. Podle nasich méreni, ktera
jsme provadéli u rdznych vékovych kategorii kapra obecného za rliznych
podminek, je nutno pocitat s produkci amoniaku az 300 mg.kg'.den”
(Machova a kol., zatim nepublikované vysledky). Koncentrace amoniaku rovnéz
vzrista pri aplikaci chlévské mrvy, kterou rybafi do rybnikd v jarnim obdobi
mnohdy aplikuji s cilem zvysit trofickou Groveri vody. V takovych pfipadech,
zvlasté po nastupu rozvoje fytoplanktonu, kdy dojde ke zvySeni hodnot pH, Ize
ocekavat problémy s vysokymi koncentracemi toxického amoniaku.

Vznikajici amoniak je prGbézné vyuzZivan fytoplanktonem (prednostné
pfed dusi¢nany) a na sniZzeni jeho koncentrace se rovnéz podili nitrifikace
(biochemicka oxidace amoniaku na dusitany a dusi¢nany). Cast amoniaku
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se za vysokych hodnot pH také odvétrava. Nebezpedi otravy ryb amoniakem
vzrista za Spatnych kyslikovych pomért a naplnéni traviciho traktu ryb zejména
predkladanym krmivem, a to véetné ceredlii.

Metoda stanoveni: orienta¢ni hodnoty je mozné ziskat ihned pfi odbéru
pomoci Combi soupravy, pfipadné jinych komer¢nich setl. Vzhledem k tomu, ze
se jedna o kolorimetrickou metodu stanoveni, i zde je nutné po¢itat s moznym
zkreslenim vysledkld v pfipadé pritomnosti jakéhokoli zdkalu vody a ziskané
vysledky posuzovat s urcitou rezervou. Zvlasté v téchto pripadech je vhodné
zjisténé koncentrace amoniaku nechat ovéfit v hydrochemické laboratofi, kde
se vysledné hodnoty koriguji s ohledem na pfitomny zakal ¢i zbarveni vody.

Organické latky

Problémy s organickymi latkami souvisi obvykle s vyskytem deficitd kysliku
a s tvorbou jedovatych plyn (zejména amoniaku a sulfanu?). Az na vyjimky
se jedna o problémy, které se vyskytuji spiSe v pribé&hu a na konci léta, kdy
dochazi k postupnému odumirani fytoplanktonu, pripadné makrofyt.

Metoda stanoveni: vzhledem k tomu, Ze je ve vodach pfitomno velké
mnozstvi rlznych organickych latek, je separace a identifikace jednotlivych
latek velmi slozitd a pro Ucely sledovani kvality vody v rybnicich neni ani
Uplné nutna. Existuji vSak metody, které umozniuji vystihnout celkovy obsah
organickych latek ve vodé, a vyjadfit tak miru celkového znecisténi vody.
V béZné vodohospodarské praxi jsou ke stanoveni obsahu organickych latek
vyuzivany metody nepfimé, zaloZzené na chemické nebo biochemické oxidaci
pfitomnych organickych latek. Organické latky v pfirodnich vodach totiz
podléhaji biochemické i chemické oxidaci spojené se spotiebou kysliku. Z toho
divodu se u nepfimych metod vyjadfuje obsah organickych latek udajem
o spotiebé kysliku na jejich oxidaci. Zakladnimi nepfimymi metodami uréovani
obsahu organickych latek ve vodach jsou stanoveni chemické spotieby kysliku
(CHSK) a stanoveni biochemické spotieby kysliku (BSK). V urcitych specifickych
pfipadech mize dojit k tomu, Ze hodnota BSK dava faleSné negativni vysledek,
prestoze voda obsahuje rozpusténé biologicky odbouratelné organické latky.
Stane se tak v pfipadé, ze v rybni¢ni vodé dojde k pfemnoZeni hrubého
zooplanktonu, ktery je schopen vyznamné snizit mnozstvi bakterii ve vodé,
a pri stanoveni BSK nedochazi k rozkladu, a tedy ke spotiebé kysliku, v disledku
absence bakteridlniho inokula. V tom pfipadé je mozné pfi odhadu skutecné
BSK vychazet z hodnoty CHSK|, , ktera z hlediska saprobniho odpovida zhruba
dvojnasobku skute¢né hodnoty BSK. Dalsi moznosti je samoziejmé inokulace

2 Vyskyt sulfanu mdzeme zaznamenat i v zimnim obdobi v rybnicich, které byly letnény
a pred napusténim rybnika nebyla odstranéna vyprodukovana rostlinna biomasa.
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analyzovaného vzorku bakterialni kulturou, avsak vzhledem k tomu, Ze absence
bakterii v rybni¢ni vodé trva jen kratce, neni nutné tuto modifikaci metody
pouZivat a je moZné spokojit se s odhadem na zakladé hodnoty CHSK,, .

2.4. Zavér

Jarni obdobi, jak jiz bylo fec¢eno na zacatku, je z hlediska zdravotniho stavu
pro ryby velmi problematické. Chovatelé musi peclivé a pravidelné sledovat
chovani obsadky i celkovy vzhled rybnika. V predchozich kapitolach byly
naznaceny pfiznaky a signaly, které by mély upozornit na to, Ze néco neni
v poradku. Pfi zjistovani pfi¢in zdravotnich probléma ¢i dhynu ryb v rybnice
se vyplati neotalet a co nejdfive zajistit odbér vzorkl vody, ryb s ptiznaky,
eventuadlné dalSiho materidlu, a dopravit je na specializované pracovisté.
Na zakladé rbznych indicii a znalosti historie rybnika by zkuSeni chovatelé
mohli byt schopni sami odhadnout pfic¢inu problém{ a zvolit vhodnou analyzu
¢i vySetieni, které by mohly jejich domnénku potvrdit. Doufejme, Ze jim pfitom
tato metodika bude napomocna.

3. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU"

Metodika shrnuje mozné pfic¢iny uhynl kaprd v jarnim obdobi. Vzhledem
k tomu, Ze v poslednich letech se takové pripady objevuiji stale ¢astéji, mlze byt
shrnuti moznych pficin a diagnostickych metod do jedné publikace, doplnéné
o odkazy na metodiky vydané v predchozich letech a popisujici podrobnéji
jednotlivé metody, pro chovatele i pro veterinarni Iékare velmi uzitecny.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je uréena chovatellm ryb a veterinarnim lékardm plsobicim
v chovech ryb. Podava souhrnné informace o moznych pfi¢inach dhyntd kaprt
vjarnich mésicich a o laboratornich metodach vyuzitelnych pfijejich diagnostice.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Rychly odbér vzorkd a cilena diagnostika mlze omezit ztraty zplsobené
jarnimi Uhyny kaprd. Nemusi to platit vzdy, naptiklad v pfipadé propuknuti
virovych onemocnéni je zlep3eni situace predevsim dilem stoupajici teploty
vody. | zde vSak muze dojit k ekonomickym Usporam, protoze nemusi byt
vynakladany finan¢ni prostfedky na nedcinnou Ié¢bu.

-52 -



DIAGNOSTIKA JARNICH UHYNU KAPRU

6. SEZNAM POUZITE SOUVISEJiCi LITERATURY

Adamek, M., Teitge, F,, Jung-Schroers, V., Heling, M., Gela, D., Piackova, V., Kocour., M., Steinhagen, D.,
2018. Flavobacteria as secondary pathogens in carp suffering from koi sleepy disease. Journal of
Fish Diseases 41 (11): 1631-1642.

AmbroZova, )., 2004. Mikrobiologie v technologii vod. 1. vyd. VSCHT, Praha, 68 s.

Arthanari, M., Dhanapalan, S., 2016. Assessment of the haematological and serum biochemical
parameters of three commercially important freshwater fishes in river Cauvery Velur, Namakkal
district, Tamil Nadu, India. International Journal of Fisheries and Aquatic Studies 4 (1): 155-159.

Austin, B., Austin, D.A., 2012. Aeromonadaceae Representatives (Motile Aeromonads). In: Austin, B.,
Austin, D.A. (Eds), Bacterial Fish Pathogens: Diseases of Farmed and Willd Fish, 5t edn. Springer,
Dordrecht, The Netherlands/Heidelberg, Germany/New York/London, pp. 119-146.

Bakker, A.)., Gorgels, ).P, Draasima, J., Jongendijk, M., Altena, L., Hamersma, A., Weiland, A., 1992.
Simple method for correcting total protein in plasma for actual fibrinogen content. Clinical
Chemistry 38 (11): 2221-2223.

Bercovier, H., Fishman, Y., Nahary, R., Sinai, S., Zlotkin, A., Eyngor, M., Gilad, O., Eldar, A., Hedrick,
R.P., 2005. Cloning of the koi herpesvirus (KHV) gene thymidine kinase and its use for a highly
sensitive PCR based diagnosis. BMC Microbiology 5: 13.

Braceland, M., Houston, K., Ashby, A., Matthews, C., Haining, H., Rodger, H., Eckersall, P.D., 2017.
Technical pre-analytical effects on the clinical biochemistry of Atlantic salmon (Salmo salar L.).
Journal of Fish Diseases 40 (1): 29-40.

Cizek, A., Dolejska, M., Sochorova, R., Strachotova, K., Piackova, V., Vesely, T., 2010. Antimicrobial
resistance and its genetic determinants in aeromonads isolated in ornamental (koi) carp
(Cyprinus carpio koi) and common carp (Cyprinus carpio). Veterinary Microbiology 142: 437-
438.

Clauss, T.M., Dove, A.D., Arnold, ).E., 2008. Hematologic disorders of fish. Veterinary Clinics of North
America: Exotic Animal Practice 11 (3): 445-462.

Cizek, A., Piatkova, V., 2015. Metody stanoveni citlivosti pivodcli erytrodermatitidy kaprd
k antibakteridlnim latkam. Edice Metodik, FROV JU, Vodnany, ¢. 162, 42 s.

Davis, A.K., Maney, D.L., Maerz, J.C, 2008. The use of leukocyte profiles to measure stress in
vertebrates: a review for ecologists. Functional Ecology 22: 760-772.

De Pedro, N., Guijarro, A.l, Lopez-Patifio, M.A., Martinez-Alvarez, R., Delgado, M.J., 2005. Daily and
seasonal variations in haematological and blood biochemical parameters in the tench, Tinca
tinca Linnaeus, 1758. Aquaculture Research 36 (12): 1185-1196.

Dobiasova, H., Kutilova, 1., Piackova, V., Vesely, T., Cizek, A., Dolejska, M. 2014. Ornamental fish as
a source of plasmid-mediated quinolone resistance genes and antibiotic resistance plasmids.
Veterinary Microbiology 171: 413-421.

Dobsikova, R., Svobodova, Z., Blahov4, )., Modra, H., Velisek, )., 2006. Stress response to long distance
transportation of common carp (Cyprinus carpio L.) Acta Veterinaria Brno 75 (3): 437-448.
Faina, R., Machova, )., Svobodova, Z., Kroupova, H., Valentova, 0., 2007. PouZziti pfipravku Diazinon 60
EC v rybnikaiské praxi k tlumeni nadmérného rozvoje hrubého dafniového zooplanktonu. Edice

Metodik, VURH Vodnany, ¢. 80, 18 s.

Fazio, F,, 2019. Fish hematology analysis as an important tool for aquaculture: a review. Aquaculture
500: 237-242.

Fazio, F.,, Marafioti, S., Arfuso, F, Piccione, G., Faggio, C., 2013. Comparative study of the biochemical
and haematological parameters of four wild Tyrrhenian fish species. Veterinarni Medicina 58 (11):
576-581.

Fazio, F, Ferrantelli, V., Fortino, G., Arfuso, F.,, Giangrosso, G., Faggio, C., 2015. The influence of acute
handling stress on some blood parameters in cultured Sea Bream (Sparus Aurata Linnaeus,
1758). Italian Journal of Food Safety 4 (1): 4174.

-53-



Furukawa, F, Watanabe, S., Kimura, S., Kaneko, T, 2012. Potassium excretion through ROMK
potassium channel expressed in gill mitochondrion-rich cells of Mozambique tilapia. American
Journal of Physiology. Regulatory, Integrative and Comparative Physiology 302 (5): 568-576.

Gilad, O., Yun, S., Zagmutt-Vergara, F)., Leutenegger, C.M., Bercovier, H., Hedrick, R.P, 2004.
Concentrations of a Koi herpesvirus (KHV) in tissues of experimentally infected Cyprinus carpio
koi as assessed by real-time TagMan PCR. Diseases of Aquatic Organisms 60: 179-187.

Greenwell, M.G., Sherill, J., Clayton, L.A,, 2003. Osmoregulation in fish. Mechanisms and clinical
implications. Veterinary Clinics of North America: Exotic Animals Practice 6: 169-189.

Hazel, J.R., 1993. Thermal biology. In: Evans, D.H. (Ed.), The Physiology of Fishes. CRC Press, 1*ted.,
608 pp.

Hoole, D., Bucke, D., Burgess, P, Wellby, I., 2001. Diseases of carp and other cyprinid fishes. Malden,
USA: Fishing News Books, 264 pp.

Horakova, M., Janda, V., Koller, J., Kollerova, L., Koubikova, J., Palaty, J., Pokorna, D., Ptakova, H.,
Schejbal, P, Smrekova, S., Strnadova, N., Sykora, V., 2005. Analytika vody. VSCHT, Praha, 335 s.

Hrubec, T.C., Smith, S.A., 1999. Differences between plasma and serum samples for the evaluation
of blood chemistry values in rainbow trout, channel catfish, hybrid tilapias, hybrid striped bass.
Journal Of Aquatic Animal Health 11: 116-122.

Imagawa, T., Hashimoto, Y., Kitagawa, H., Kon, Y., Kudo, N., Sugimura, M., 1989. Morphology of Blood
Cells in Carp (Cyprinus carpio L.). Japan Journal of Veterinary Science 51 (6): 1163-1172.

Janda, ].M., Abbott, S.L., 2010. The Genus Aeromonas: Taxonomy, Pathogenicity and Infection. Clinical
Microbiology Reviews 23 (1): 35-73.

Jentoft, S., Aastveit, A.H., Torjesen, PA., Andersen, O., 2005. Effects of stress on growth, cortisol and
glucose levels in non-domesticated Eurasian perch (Perca fluviatilis) and domesticated rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss). Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Molecular and
Integrative Physiology 141 (3): 353-358.

Knudsen, A.R., Andersen, K.J., Hamilton-Dutoit, S., Nyengaard, J.R., Mortensen, FV., 2016. Correlation
between liver cell necrosis and circulating alanine aminotransferase after ischaemia/reperfusion
injuries in the rat liver. International Journal of Experimental Pathology 97 (2): 133-138.

Kolarova, )., Velisek, J., 2012. Stanoveni a vyhodnoceni biochemického profilu krve ryb. Edice Metodik,
FROV JU, Vodiiany, ¢. 135, 54 s.

Kondera, E., Kosciuszko, A., Dmowska, A., Witeska, M., 2017. Haematological and haematopoietic
effects of feeding different diets and starvation in common carp Cyprinus carpio, L. Journal of
Applied Animal Research 45 (1): 623-628.

Lee, J., Kim, J., Shin, Y., Ryu, )., Eom, I, SickLee, J., Kim, Y., Kim, P, Choi, K., Lee, B., 2014. Serum and
ultrastructure responses of common carp (Cyprinus carpio L.) during long-term exposure to zinc
oxide nanoparticles. Ecotoxicology and Environmental Safety 104: 9-17.

Lewisch, E., Gorgoglione, B., Way, K., EI-Matbouli, M., 2015. Carp edema virus/Koi sleepy disease: an
emerging disease in Central-East Europe. Transboundary and emerging diseases 62: 6-12.

Machovd, )., Svobodova, Z., 2014. Teplota vody. In: Velisek, J., Svobodova, Z. (Eds), Vodni toxikologie
pro rybare. FROV JU, Vodriany: s. 151-160.

Martemyanoy, V.I.,, 2014. Dynamics of sodium and potassium in plasma, erythrocytes, and muscles
of freshwater species under the effect of long-term combined stress. Inland Water Biology 7
(4): 389-393.

Mathan, R., Kurunthachalam, S.K., Priya, M., 2010. Alterations in plasma electrolyte levels of
a freshwater fish Cyprinus carpio exposed to acidic pH. Toxicological & Environmental Chemistry
92 (1): 149-157.

Matras, M., Borzym, E., Stone, D., Way, K., Stachnik, M., Maj-Paluch, )., Palusinska, M., Reichert, M.,
2017. Carp edema virus in Polish aquaculture - evidence of significant sequence divergence and
a new lineage in common carp Cyprinus carpio (L.). Journal of Fish Diseases 40: 319-325.

-54 -



DIAGNOSTIKA JARNICH UHYNU KAPRU

Navratil, S., Svobodova, Z., Lucky, Z., 2000. Choroby ryb. 1. vyd. VFU, Brno, 155 s.

Pia¢kova, V., Cizek, A., Vesely, T., Pokorova, D., 2013. Odbér vzorkd pro bakteriologické a virologické
vysetieni ryb. Edice Metodik, FROV JU, Vodnany, ¢. 142, 26 s.

Piackova, V., Palikova, M., Zuskova, E., FlajsShans, M., 2014. Stanoveni diferencidlniho poc¢tu leukocytl
ryb. Edice Metodik, FROV JU, ¢. 160, 56 s.

Pitter, P, 2015. Hydrochemie, 5. vydani, VSCHT, Praha, 792 s.

Polakof, S., Panserat, S., Soengas, J.L., Moon, TW., 2012. Glucose metabolism in fish: a review. Journal
of Comparative Physiology 82 (8): 1015-1045.

Provadéci rozhodnuti Komise (EU) 2015/1554, kterym se stanovi provadéci pravidla ke smérnici
2006/88/ES, pokud jde o pozadavky na metody dozoru a diagnostické metody. Uredni véstnik
Evropské komise, L247/1.

Rehulka, )., 1996. Blood parameters in common carp with spontaneous spring viremia (SVC).
Aquaculture International 4: 175-182.

Sampath, H., Ramesh Manavalaramanujam, M., 2002. Responses of plasma transaminase activity in
Cyprinus carpio var. communis to mercury toxicity. Journal of the Indian Fisheries Association
29: 7-13.

Schreiber, G., 1978. The synthesis and secretion of plasma proteins in the liver. Pathology 10 (4): 394.

Smutnda, M., Vorlov4, L., Svobodova, Z., 2002. Pathobiochemistry of Ammonia in the Internal
Environment of Fish (Review). Acta Veterinaria Brno 71: 169-181.

Steinhagen, D., Maney, D.L., Maerz, ).C., 1990. Some haematological observations on carp, Cyprinus
carpio L., experimentally infected with Trypanoplasma borreli Laveran & Mesnil, 1901 (Protozoa:
Kinetoplastida). Journal of Fish Diseases 13 (2): 157-162.

Stone, D.M., Ahne, W., Denham, K.L., Dixon, PF, Liu, CT.-Y., Sheppard, A.M., Taylor, G.R., Way, K.,
2003. Nucleotide sequence analysis of the glycoprotein gene of putative spring viraemia of carp
virus and pike rhabdovirus isolates reveals four genogroups. Diseases of Aquatic Organisms 53:
203-210.

Suzuki, Y., 1986. Cytochemistry of basophil granulocyte in carp and puffer. Nippon Suisan Gakkaishi
52 (11): 1895-1899.

Svoboda, M., Kouril, J., Hamackova, )., Kaldb, P, Savina, L., Svobodova, Z., Vykusova, B., 2001.
Biochemical profile of blood plasma of tench (Tinca tinca L.) during pre- and postpawing period.
Acta Veterinaria Brno 70 (3): 259-268.

Svobodova, Z., 2019. Poskozeni ryb amoniakem. In: Palikova, M. (Ed.), Nemoci a chorobné stavy ryb.
FROV JU, Vodnany, 462 s.

Svobodova, Z., Kolarova, )., Navratil, S., Vesely, T., Chloupek, P, Tesar¢ik, )., Citek, J., 2007. Nemoci
sladkovodnich a akvarijnich ryb, 4. pfepracované vydani. Informatorium, spol. s r.o., Praha, 264 s.

Svobodova, Z., Pravda, D., Modra, H., 2012. Metody hematologického vy3etfovani ryb. Edice Metodik,
FROV JU, Vodiiany, ¢. 122, 38 s.

Syrova, E., Kohoutova, L., Dolejska, M., Papezikova, I., Kutilova, I., Cizek, A., Navratil, S., Minarova, H.,
Palikova, M., 2018. Antibiotic resistance and virulence factors in mesophilic Aeromonas spp.
from Czech carp fisheries. Journal of Applied Microbiology 125 (6): 1702-1713.

Tripathi, N.K., Latimer, K.S., Burnley, V.V., 2004. Hematologic reference intervals for koi (Cyprinus
carpio), including blood cell morphology, cytochemistry, and ultrastructure. Veterinary Clinical
Pathology 33 (2):74-83.

Valentova, O., Machov4, )., Faina, R., Kroupova, H., Svobodova, Z., 2009. Souprava COMBI - terénni
analyzy vody. Edice Metodik, FROV JU, Vodnany, ¢. 90, 28 s.

Valentova, 0., Machova, )., Kocour Kroupova, H., 2013. Zaklady hydrochemie - navody pro laboratorni
cvi¢eni. FROV JU, Vodnany, 103 s.

Vyhlaska ¢. 327/2012 Sb., o ochrané vcel, zvére, vodnich organismu a dalSich necilovych organisma
pfi pouZziti ptipravkd na ochranu rostlin.

-55.



Walencik, J., Witeska, M., 2007. The effects of anticoagulants on hematological indices and blood cell
morphology of common carp (Cyprinus carpio L.). Comparative Biochemistry and Physiology
Part C: Toxicology and Pharmacology 146 (3): 331-335.

Witeska, M., 2013. Erythrocytes in teleost fishes: a review. Zoology and Ecology 23 (4): 275-281.

Witeska, M., Kondera, E., Szymanska, M., Ostrysz, M., 2010. Hematological changes in common carp
(Cyprinus carpio L.) after short-term lead (Pb) exposure. Polish Journal of Environmental Studies
19 (4): 825-831.

Yousaf, M.N., Powell, M.D., 2012. The effects of heart and skeletal muscle inflammation and
cardiomyopathy syndrome on creatine kinase and lactate dehydrogenase levels in Atlantic
salmon (Salmo salar L.). The Scientific World Journal: ID 741302.

Ip, Y.K., Chew, S.F, 2010. Ammonia production, excretion, toxicity and defense in fish: a review.
Frontiers in Physiology: 134.

7. SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY METODICE

Cizek, A., Piatkova, V., 2015. Metody stanoveni citlivosti pivodcli erytrodermatitidy kaprd
k antibakteridlnim latkam. Edice Metodik, FROV JU, ¢. 162, 36 s. (certifikovand metodika)
(dedikace: MSMT projekty CENAKVA (CZ.1.05/2.1.00/01.0024) a CENAKVA Il (LO1205 v rémci
programu NPU 1) - 20 %, projekt CEITEC (CZ.1.05/1.1.00/02.0068) - 20% a MZe projekt NAZV
QJ1210237 - 60 %)

Piackova, V., Palikova, M., Zuskova, E., Flajshans, M., 2014. Stanoveni diferencialniho poctu leukocytt
ryb. Edice Metodik, FROV JU, ¢ 160, 56 s. (certifikovana metodika) (dedikace: MSMT projekty
CENAKVA | (CZ.1.05/2.1.00/01.0024) - 20% a CENAKVA Il (LO1205 v ramci programu NPU 1) -
20 %, MZe projekty QJ1210013 - 40% a QJ1210237 - 20%)

Pia¢kova, V., Cizek, A., Vesely, T., Pokorova, D., 2013. Odbér vzorkd pro bakteriologické a virologické
vy$etieni ryb. Edice Metodik, FROV JU, & 142, 26 s. (certifikovana metodika) (dedikace: MSMT -
CENAKVA, CZ.1.05/2.1.00/01.0024 - 40 %, MZe - NAZV QJ1210237 - 40% a MZE 0002716202
-20 %).

Svobodova, Z., Machovg, )., Chloupek, P, Vecerek, V., 2011. Metodicky postup vySetfovani havarijnich
Uhynt ryb. Edice Metodik, FROV JU, Vodnany, ¢. 107, 28 s.

Valentova, O., Machov4, )., Faina, R., Kroupova, H., Svobodova, Z., 2009. Souprava COMBI - terénni
analyzy vody. Edice Metodik, FROV JU, Vodnany, ¢. 90, 28.

Dedikace

Metodika je vysledkem feSeni vyzkumného projektu MZe ¢ QK1710114
s nazvem ,Nova virova onemocnéni v chovech kapra obecného - diagnostika
a prevence” (50 %), projektu MSMT ,PROFISH" (€Z.02.1.01/0.0/0.0/16_019/
0000869) (30 %) a projektu MSMT CENAKVA (LM2018099) (20 %).

-56 -









Externi odborny oponent
RNDr. Antonin Prouza
Stdtni veterindrni dstav Jihlava
Pracovisté Ceské Budéjovice
Dolni 2, 370 04 Ceské Budéjovice

Interni odborny oponent
prof. MVDr. Zderika Svobodovd, DrSc.
Jiho&eskd univerzita v Ceskych Budéjovicich, Fakulta rybdrstvi a ochrany vod, Jihoceské
vyzkumné centrum akvakultury a biodiverzity hydrocendz, Vyzkumny ustav rybadrsky
a hydrobiologicky, Zatisi 728/11, 389 25 Vodriany, www. frov.jcu.cz

Oponent za stdatni spravu
Ing. Lukds Mares, Ministerstvo zemédeélstvi, Odbor statni spravy lestd, myslivosti
a rybdrstvi, Tésnov 65/17, 110 00 Praha 1

Osvédceni o uplatnéné certifikované metodice ¢. 64843/2019-MZE-16232 vydalo
Ministerstvo zemédélstvi, Odbor stdtni sprdvy lest, myslivosti a rybarstvi Tésnov 65/17,
Praha 1, 170 00.

Adresa autorského kolektivu
MVDr. Veronika Piackovd, Ph.D. (25 %)
MVDr. Eliska Zuskovd, Ph.D. (5%)
Doc. Ing. Hana Kocour Kroupovd, Ph.D. (10 %)

Ing. Jana Mdchovd, Ph.D. (10 %)
Jiho&eskd univerzita v Ceskych Budéjovicich, Fakulta rybdrstvi a ochrany vod, Jihoceské
vyzkumné centrum akvakultury a biodiverzity hydrocendz, Vyzkumny ustav rybadrsky

a hydrobiologicky, Zatisi 728/11, 389 25 Vodriany, www.frov.jcu.cz

Ing. Tomds Vesely, CSc. (2,5%)
Ing. Katerina Matéjickovd, Ph.D. (2,5 %)
MVDr. Lubomir Pojezdal, Ph.D. (5 %)
Vyzkumny dstav veterindrniho lékarstvi, Hudcova 296/70, 621 00 Brno

MVDr. Ivana PapeZikovd, Ph.D. (15 %)
Mgr. Eva Syrovd (10 %)
Doc. MVDr. Miroslava Palikovd, Ph.D. (15 %)
Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého tr: 1946/1, 612 42 Brno

V edici Metodik (technologickd fada) vydala Jiho¢eskd univerzita v Ceskych
Budejovicich, Fakulta rybdrstvi a ochrany vod, Vodriany, www.frov.jcu.cz; pridéleny
editor: dr hab. Ing. Josef Velisek, Ph.D.; redakce: Zuzana Dvordkovd; ndklad: 200 ks,

1. vyddni; metodika uplatnéna v roce 2019; vytisténa v roce 2020; graficky design
a technickd realizace: Jesenické nakladatelstvi Jena Sumperk.



