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) faktory, a proto neni snadné stanovit jejich fyziologické

e

1. Ovod :
Ichtyohematologie se ﬁspééne rozvfji ve dvou vzdjemné

souvisejfcich a dopliiujfcich se sm&rech, tj. morfologii a
fyziologii krve ryb. Morfologické studie jsou- prostredkem

-k pozndnf normidin{ a patologické funkce krve ryb. P¥i ichtyo-
"pematologickém sledovdnf neni moZné analyzovat pouze peri-

fernf krev, ale podobn& jako u vy%&fch obratlovcd i orgény
krvetvorby a likvidace krevnich: eleméntﬁ'/1edvina,'slezina,
endotel cév, subepitelidlnf t&lfska ve st¥evd, thymus, zéb-
ry, srdce/. Rovn&% je dileZité sledovat slo¥ité& systémy
neurohumorglinf{ regulace. '

\'4 predklédané metodice byla pozorncst zamérena na mor-
fologické a fyziologické vySetfenf perifernf krve ryb. Vedle
nejdileZit&j3f diagnostické funkce. tohoto vyéetféni je ‘ana-
lyza geriféfnr krve ryb v soutaspé dob& vyuifvdna p¥i sle-
dovénf vlivu toxickfch ldtek na ryby, p¥i posuzovdni kohdi-
ce ryb, nespecifické odolnosti jednotlivich plemen a linii

ryb, genera&nich ryb, k posuzovénf vhodnosti krmiv a krmnych
sm&s{, vlivu stresovich situac{ apod. Ke ‘stanoven{ hodnot
jednotlivich hematologickych ukazateld jsou v predklédané
metodice uvedeny pouze vyzkouSené a ovéfené postupy, které
je moZno pouzit ve veterinérni a rybérské praxi k vySet¥ent
periferni krve ryb. Hodnoty Jednotlivych hematologickych

ukazateld. jsou silné& ovlivnény endogennimi a exogennimi

rozmez{. Hematologické a biochemické hodnoty uvedené v jedno-

tlivych: kapitoléch je proto nutno povazovat pouze za orien-'

taéni )
Autori metodiky vzali v dvahu predchozi metodické po~

kyny k hematologickému vy¥et¥ovdn{ ryb publikované Luckym

/1976/ a Ko&ifem a kol. /1985/. pfedkl4dand metodika zpraco- !
vdv4d tuto problematiku pfedev§im z hlediska rufinniéh mo¥-

nost{ veterindrn{ a rybérské praxe a doporuduje pouze zcela

ovéfené a sgednocené vyéetrovaci postupy.



2. odb¥r krve

- 0db&r krve- u ryb pro ichtyohematologické get¥ent se
provdd{. zésadné bezprostfedn& po vyloveni ryb z prostredi,,
ve kterém: Jsou chovdny.’ .Z4kladnfm kriteriem pro volbu odb&-
rové metody jsou velikostnf poméry ryb, ndroky na mnoZstv{
krve a v neposledni ¥Yadé 'i dalsf osud-ryb, odlovovanych pro
riiznd vyéetfeni.' 3

'2 1 0dbér krve u plﬁdku ryb

U “v&tEiny plidku je v dﬁsledku velikostnich pomérﬁ a’

.__jemného usporddédnt. vyvijejfciho se cévniho Eelist& krve
fobjektivné tak mdlo /1 aZ 2.% hmotnosti/, e 1 minimdlng

reprezentativni krevn{ volumen k vy§etren£ 1lze hledat jen

:7_v centrdlnfm dseku cirkula&nfho ¥strojf, tj. v srdci. Pro’
'stanovenf zdkladnich ukazatelﬁ postaéi 4 kapky nesrdzlivé
.krve, pro. vy§etren£ v rozsahu zkr4ceného hematologického
A'kondiéniho testu /ZHKT/ pak tém&¥ polovina tohoto objemu.

Takovd krevni kvanta 1ze spolehlivé z{skdvat od plﬁdku

s hmotnostnim minimem od 8\gramﬁ. Z{skdn{ tohoto mnozstvi )
krve umoznuje metoda krevniho ndbéru vnéjs{ punkci srdce
/kardiopunkce/ pomoci cca 200 mm dlouhé sklen¥né kapiléry,

_jeji%Z vnit¥n{ povrch-je pfed pou¥itfm potaZen jemnym filmem

heparinu. P¥i této heparinizaci je nutné dbdt na to, aby’
heparin . vytvoril pouze jemny film na vnitrnich sténich od—

-b&rové kapildry a aby zbyly roztok byl spolehlivé vyfouknut
. a popffpadé i odsdt filtraénim papf{rem nebo papirovou vatou.

Vlatn{ ndb&r krve se pak, provédi tak, Ze se rYba po vylove-

ni z vody rychle fixuje &tvercem papirové vaty [ rozmérech
.cca 10 x 10 cm za jejf h¥betni &4st. Ventrdln{ éést trupu '

mus{ byt volné pristupné V této poloze se pak prsty Jedné
ruky . fixuje po celou. dobu odbérového zdkroku. Poté se dru—
hou rukou ot¥e krajina srdecni smotkem papirové vaty do

'}sucha a uchopi se heparinizované odbérovd kapiléra, z ni¥

se bezprostredné pred zékrokem odlomi konec zaépiéatélého

. hrotu. Ryba fixovand v poloze hlavou dold se pozvedne do
tdrovnd o&f a druhog rukou se nasadf hrot odb&rové kapildry
" pod dhlem asi 60° k podélné ose t¥la cca 1'-.2 mm kranid1ng&



od stfedového mfista, jeZ je'prﬁseéfkém podélné roviny téla
a spojhicf kraniflnfch okrajd b4ze obou prsnicﬂ ploutv{.

U kap¥fho plidku je v. tomto bodu patrné £zv.."stigma" v po-
dobé& mélké a.zpravidla pigmentované prohlubné kGZe o prim&-

" ru do 1 mm. Je to v podstat& pozlstatek po otvoru, jim¥
v obdob{ ¥loutkové vyZivy: vstupovala do téla Zloutkovd Z{-

la, p:ivédéjici do z4kladu srdce krev obohacenou éivinami,
rezorbovanymi ze ¥loutkového vd&ku. Poté se energickym’

. vp;chem.zavede hrot heparinizované odb¥rové kapildry pres .

t&1nf st&nu do osrdednfku a ddle do srdce /Jobr. 1/. Spo-

‘lehlivym dokladem nabodnutf n&které ze srde&nich dutin'je,
”!Ee Se:v'kabiléfé objeve krev, jek pulzovfmi‘pohyby gasové

'soubeiné s ‘tepem’ srdeénim napulzuje" pod mirngm’ hydrosta—
'A‘tickjm tlakem do ¥ikmo dold drZené kapiléry. Nedogde =14~

k samovoné néplni krvi hned v poééteéni fézi protnutf steny

“,této telni dutiny, je to zpravidla t{m, %e' hrot odb&rové ka=
_ pildry’ byl zaveden pE{lis hluboko do osrdeénikové dutiny a

popripade a% do jej{ prot&jsf stény. V. takovém pripadé je
nutno hrot odb&rové kapiléry lehce. povytéhnout zpét a p¥i-
padnym mirnym pootoéenim zajistit volni prﬁchod krve do ka=
pildry, a tim i jejf samovolnou népln nesrédZlivou Eilnou J
krv{. ‘Pro dosa¥en{ n&ktéré. ze srdeénfch dutin stadf obvykIe*
zavésti hrot odbérové kapildry 3 a%_4_mm hluboko pod’ kdZi
v misté vpichu. Poc skonéenf odberu se hrot odbérové kapilé-

. ry vyjme z rény,‘ryba s fixa&nim obalem se odloZf a kapild-
“ra s krv{ se pfevédg'do>vod6r0vné_polbhy*a'poté nékolikerym

ptevrdcenim se zajist{ dokonalé smisenf krve s antikoagulan-
tem. Tim se zajisti potfebné stabilizace ‘krevnfho vzorku.
Daléf postup manipulace s odebranym vzorkem nesrdzlivé
krve ryby spo&ivd v tom, Ze’ se nejprve nechd z kapiléry od-
kdpnout 3 aZ 4 kapky krve na pripravené &isté a: suché pod~
lo¥nf 'sklf&ko, z n&ho¥ se odsaji prisluéné mnoZstvfi krve pro

Vlastni vyéetreni. Pripadné zbyvajici g4st krve se ponechd-
.v -odb&rové kapilédie, jejié oba protilehlé ‘konce jsou primére-;

né zkrdceny odlomenim a peéetnim voskem zataveny. Pfed dal-
&fm zpracovénim se uchovévé v kolmé poloze a’ pri teploté
do 4 °c. : s



Obr. 1: Odb&r krve u plidku ryb-metodou krevnfho ngb&ru
- vnéj8{ punkcf srdce /kardiopunkce/ pomocf{ cca
200 mm dlouhé sklenéné kapildry.
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u plﬁdku ryb s v&tS{ hmotnost{ napf. kolem 20 g lze
pf{padné& odbérovou sklenénou kapildru nahradit:&istou a su-
chou heparinizovanou injek&nf{ jehlou o: pridsvitu do.0,5 mm
/velmi vhodné jsou pro tyto d&ely jednordzové injekéni
jehly, Zluty pfipadné. zeleni konus/, kterou zavedeme do’
srde&n{ dutiny obdobn& jako sklenenou kapildru. Jakmile se
v Ust{ jehly objevi krev Jehlu pustime, ¢fmZ zaujme vlivem
ptevdZen{ konusu Sikmou polohu a v té pak nechdme samovoln&
odkapat pot¥ebné mnoistvi_krﬁe bud na &isté suché podloini
sklf&ko nebo do nékteré ze zkumavek typ.Eppendorf s vidkem,
které jsou pro‘daléf manipulaci s krv{ ryb mimo¥ddné& vyhodné.

Kafdiopunkéni techniku odb&ru lze pouéft'také u ryb vys$-
§Ich vékovych kategorii v p¥ipadech, kdy si miZeme dovolit
usmrceni vySetfované ryby. Takovd situace se naskytd napf.
p¥il komplexnfm. zdravotnfm vyZet¥ent vzorkd ryb a p¥i soudas-
né potfeb& provést komplexn&jsi hematblogicijvfzkum, ktery
vyZaduje v&t3{ kvanta krve. V té&chto p¥ipadech se provddf
odbér krve pOmoéi heﬁariﬂizqvané injekéni jé&ndrézové celo~-
plastické st¥fkalky Chirana s nasazenou, rovné¥ heparinizo-
vanou, injekéni jehlou /nejlépe opét jednorézovou, Zluty
pffpadn& zeleny konus/. Zavedeni injek&nf jehl& do srdce
ryby je techﬁicky'obdobné jako p¥i pouZitf odb&rovych skle-
nénych kapildr. Po zavedenf jehly do srdce se vytvo¥i ve st¥f-
ka&ce mirny podtlak, ktery se udrZuje po celou dobu ndbéru.

2.2 0dbér krve u ryb s kusovou hmotnosti nad 200 g v&etn&

. ryb generaénich

Nejvhodnéjsf{ u téchto ryb je metoda odbéru krve punkct
ocasnfch cév /obr..2/. S ohledem na p¥fznivé anatomicko-to-
pografické pomdry, jeZ jsou u viech druhd na¥ich ryb velmi ~
obdobné, je postup nédbd&ru-krve touto metodou nés}edujici:
na ventrdlnf stran& ocasnfho ndsadce, kauddlné od bdze ¥itnf
ploutve se nejprve étrhne nepdrové koZnt éupiha. Po osu¥en{
mista se zavede ve st¥ednf roving, -asi 1 cm kaud4ing od fit-
ni ploutve, kraniodorzdlnfm smérem pod dhlem 45° dostatednd
dlouhd injek&énf jehla, pevné& nasazend na konusu heparinizo-
vané jednordzové injekénf strfkatky. Jehla se zavdd{ pomalu



Obr. 2: Odb&r krve u ryb s kusovou hmotnost{f nad 200 g
metodou punkce. ocasnich cév.

a'mirnym tlakem, jim%¥ se p¥ekondvd jen odpor okolni svalovi-
ny. Takto pfi Setrném postupu dojde nejprve k nabodnutf -
ocasni ¥{fly, co¥ se poznd podle uniku krve 'z konusu jehly

fdoaétfikaéky. PEL rychléj§£m postupu hrot jehly projede
zpravidla ¥flou, ‘ale’ i tepnoua naraz{ na tvrdou pfekdZku

obratlového t&la. V:takovém p¥fpadé se jehla mirn& povy-
tihne a odebir4 se krev z tepny nebo ¥{ly, co¥ nenf snadné

“viqy rozliéit. Pi1 zavddéni{ jehly kolmo na podélnou osu_té—
la je vzhledem k %ikmému postavenf cévnich vyb&ikd v&ts{

pravd¥podobnost, ¥e se naraz{ prdv& na néktery z nich a pak
je nutno vpich opakovat, co¥f p¥i vy¥e popsaném postupu



prakticky odpadé Popsané metoda je plné. doporuéitelné zej-
ména p¥i sériovych krevnfch nébé*ech, nebot odb&r 2 ml krve’
od kaprovitych ryb s kusovou hmotnostf nad 1. 000 g je pro

i Set¥end exempldie naprosto bez'rizika ztrét..«

i 2.3 Stabilizace krve i

Ke stabilizaci krve ryb se vyhradné& pdhéivé‘vodnf roz-
tok .sodné soli heparinu. Heparin SPOFA inj. je velmi ud&inné
pfirozené protisféiedi ¢inidlo distribuované pro laboratorni
4 G&ely v 5 ampulkdch po 1 ml. 1 ml toﬁoto“vodnépo roztoku ob-:
sahuje 5 000 m.j. sodné soli heparinu. Pro stabilizaci 1 ml
krve ryb sta¥f 0,01 ml /zhruba 1 kapka/ vodného roztoku he-
parinu, ktery se ve zkumavce nebo. bani&ce néché»iaschnout a’
poté se provede nébé; krevniho'vzorku.ngrné‘pfedévkovéhi
heparinu nevyvoldvd hmény:ha krévnfch‘buﬁkéch ryh.

L ' 3. Stanoven{ ukazateld éerveného'krevhiho obrazu

3.1 Podet erytrocytd /Er, RBC/

-.Stanoveni poétu‘exytrocytﬁ u ryb se provdd{ v heparini-
zované krvi ¥ed¥né Hayemovym roztokem Q‘béméfu 1.: 200.
; * Hayemiv roztok md nééledujici slozeni-

chlorid rtuknaty HgCL, - _sublimdt 2,5¢g
sfran sodny Na So4 . ) 25 g
chlorid sodny NaCl d 5g
destilovand voda 4 ad 1 000 ml.

T{m, Ze roztok obsahujé sublimdt jako prostfedek'fixujféi'
krvinky, je jedovaty. K Feddnf krve‘ée pouZfvd tzv. banilko-
vé metody podle Birkera. Redénf se provdd{ ve speciélnich
sklenénych bani&kdch nebo v penicilinovych lahvi&k4ch o obje-
mu cca 15 a¥ 25 ml, do kterfch se nejprve d4 speciélni pipe-

i
H

tou pfesné& 4 975 pl pred pouﬁitim prefiltrovaného Hayemova
roztoku a potom vyplachovaci mikropipetou 25‘p1 heparinizované
krve.. Mikropipeta se; opé&tovnym nasénim roztoku nékolikrét pro-
pléchne, bani&ka se uzavie gumovou zétkou a Jeji obsah se pro-
michdvd krouZivym pohybem 2 aZ 3 minuty. Kapétkemvnebobpasteuro-
vou pipetou se naplnf{ po&fitac{ Bﬁfkerova komiirka nafedé&nou krvi.
,Erytrocyty se po&ftajf ve 20 obdélnicich stejnomérne rozmfstdnych
po celé m¥{fce po¢ftaci komlrky /obr. 3/ Zpravidla se poéité p¥i .
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Obr. 3: Nérys mf{¥ky Biirkerovy po¥ftac{f komlrky. Podet

obr.

4:

erytrocytd se stanovuje ve 20 tmavéd'vyzna&enych -
obdélnfcich stejnomérné rozmfstdnych o celé m¥fZce. -

Zpisob podftdnf erytrocytd.
@ erytrocyty, které se po&ftajf

e erytrocyty, které se nepoé:’.tajf

‘o leukocyty
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200ndsobném zvétSeni. P¥i vlastnfm stanoven{ se postupuje
tak, Ze se po&ftajf véechﬁy ef&troéyty; ktérékjsou uvnit¥
obdélnfkl, ani¥ se dotykajf ndkteré z jejich stran. Z ery-
trocyt, které se dotykajf stran, se po&ftaj{ jen ty, které
se dotykajf pravé a horni strany bud uvnitf nebo vn& Jobr. 4/.
Celkové napo&ftané mno¥stvf{ erytrocytd se ndsob{ Efslem
10 000 a vysledny podet  je mnoZstvi erytrocytd v T.1 Sk
/T-tera. = 10t / Stanoven{ poétu erytrocytd klasickou po&i-
tac{ metodou je moZno provédet jestd 1. po 24hodinovém uloZe-~
n{ heparinizované krve p¥i teplot& do 4 %.

V soutasné dob& se u ryb zalfnajf zavddét kolorimetric-
ké metody na stanoveni poltu erytrocytd. Kolorimetrickd me-
toda stanoven{ po&tu erytrocytd podle Pawinskéha je ve srovnd-
nf s klasickou po&fitacf{ metodou jednodusif, ryéhlejéi, méné .
pracnd, neni zatf¥ena subjektivn{ chybou, m& v&ti{ reproduko-
vatelnost a je vhodn& pro sériové stanoveni. Omezené pohiitf
md tato kolorimetrickd metoda v ichtyotoxikologii, zejména
pfi sledovdn{ y&inku 14tek vyvoldvajfcfch zv&tSenf stiednfho
objemu erytrocytdi. V t&chto pffpadech zvétSeny stiedni objem
erytrocytld zpilsobuje pfi mé&¥enf vy3s{ extinkei a pfi b&Zné
pouzitém prepo&tu dochdz{ ke stanoveni vy3ifho poltu erytro-
cytl, a tim k zast¥enf patologického d&inku cizorodé ld4tky
na &erveny krevni obraz ryb. z”téchto ddvodd je nutno v ichtyo-
toxikologii pouZfvat ke stanoveni poétu erytrocytl nadéle
klasickou po&ftacf{ metodu.. ; :

P¥i kolorimetrické metod& stanoveni po&tu érytrocytﬁ-

u ryb je pouZivdn Pawinského roztok o ndsledujfcifm sloZenf:

bezvody siran sodny Na,S0, 26,7 g nebo
dekahydrit siranu sodného Nazso4;10 H,0 67,9 ¢
kyselina sulfosalicylovd \ . 2,0 g
destilovand voda .ad 1 000 ml.

0db&r krve se - provddl pomoci heparinizované jehly na hodino-
vé sklf¥ko a odtud se ihned odebere vyplachovac{f mikropi-
petou 20 ul krve do 10 ml Pawinského roztoku, dﬁkladné se
promfch4, bez tfepdnf. Extinkce vzorku se m&%{ v 1 cm ky-
veté na fotokolorimetru proti destilované vodé s pouZitim
filtru o vlnové délce 600 nm. Podet erytrocytl se odelte

z kalibra&nf k¥ivky sestrojené z paralelnich mé&fenf poétu
erytrocytli, a to kolorimetrickou metodou podle Pawinskéhe
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a klasickou<metodou v po&itac{ Blirkerové komirce v krvi né&-
kolika desftek kust ryb /dostaéuje 30 - 40 kusﬁ/ pokud moZ-
no v celém . variadnim rozpé&tf{ hodnot poétu‘erytrocytﬁ PEf{-
klad kalibra®nf k¥ivky je uveden na obr. 5. P¥i pouZitf{ ko-
lorimetrické metody | stanovenf{ po&tu erytrocytd je nutno fe- .
-dénit vzorku krve Pawinského roztokem provddét ihned po odb&-
ru krve na mfsté& terénniho vy§etren£. Vlastni ‘stanoven{ '
extinkce je. nutno provést v obdob{ 20 minut az 4 hodiny po
-odb&ru krve.

E"V g g . .
) : ' ‘
¥ Obr..5: Vztah mezi extink-
- 2,01 ; cf /E/ ziskanou
pfi pouZitf kolo-
rimetrické metody
. . .podle Pawinského
15 a po&tem erytro-
) .
cytd- /Er/ zjisté-
' nych v podftaci
Blirkerové& komirce.
1,0
0,5

0,100 . 0,200 0,300 E

Poéet erytrocytﬁ u zdravého kapra se pohybuje v rozmez{

"1,1 - 1,8 T. g1 ¢+ u pstruha duhového v rozmez{ 0,80 - 1,50

T.1 A krve.

3.2 MnoZstv{i hemoglobinu /Hb/

Ke. stanoveni mno¥stv{ hemoglobinu v krvi ryb je pouzivé-'
.na fotometrickd: kyanohemiglobinové metoda. Princip metody ,
spo&fvd v tom, e pomoc{ transforma&ntho rdztoku se hemoglo-
bin uvoln{ z erytrocytd a pfevede se na stdly kyanohemiglobin,

- ktery. se stahoviwjotometricky.;Jakq transformadnfiho roztoku .
" 1ze pou%ft roztok podle van Kampena a Zijlstra:
uferrikyanid draselny§ K [Fe/CN/GJ 0,20 g

kyanid draselny KCN' - ~0;05 g
‘dihydrofosforeénan draselni KH2P04 0,14 g

: destilované voda LA ad 1 000 ml

]
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pop¥ipad& roztok podle Drabkina: - LR
ferrikyanid draselny K [Fe /CN/6] ‘0,20 g

kyanid draselny KCN A ‘ *0,05-g;
hydrouhli&itan sodny NaHCO, 1507 g, e S
destilovand voda i b4 "+ :’ad 1°000 ml.

Pritomnostf kyanidu draselného jsou oba transformacni roztoky
jedovaté. Uchovévaji se v tmavé reagenéni lahvi v chladniéce,
obm&fujf se po 3 - 4 tydnech. Zmrznutfm se transformaéni roz—
toky znehodnotf. . 4

-P¥i vlastn{ analyze krve na stanovenf mnoZstvi hemoglobi-
nu se do zkumavky odm&¥{ 7 ml /popripade 5 ml/ jednoho z trans-
forma¢‘

fchAroztokﬁ, vyplachovaci pipetou se pfidd 25 pl /popr.
20 pl/ cerstvé odebrané nebo heparinizované:-krve a obsah zku-
mavky se ihned promiché VySet¥endi heparlnizované krve ryb na
nno¥styvi hemoglobinu mus{ byt provedeno maximélné do 24 hodin
po odbéru pfi ulozeni v teploté do. 4 %c. p¥i pouzfvdni trans-- .
forma&niho- roztoku podle van Kampena a zijlstra je pfem&na '
hemo@lobinu na kyanohemiglobin rychlé, ode&ft4nf na fotokolo-~
rimetru je moZno provést jiZ po 3 minutéch. Roztok podle Drabki-.
na méni{ hemoglobin pomaleji, reakci Je moinb odeéftat aZ po
15 - 20 mlnutéch. Zbarven{ kyanohemiglobinh je nejmén& 24 ho-
din stélé Vlastni mé¥ent extinkce vzorku se provédi v l'cm
kyvet&.pfi. vinové délce 540 - 546 nm proti transforma&nfmu h
roztoku..Mnozstvi hemoglobinu se urdf z kalibradni krivky.
"'Kal;bracn; k¥ivka se pfipravi bezhym zplsobem za pouZitf
kyénohemiglobinového=standardu‘a.transformaénfho roztoku...
Kyanohemiglobinovy standard /Sevatest Standard Hb/ lze ziskat
v ndrodnim podniku IMUNA, Sarisské Michalany, okres Pre§ov.
Standard Hb je nutno skladovat p¥{ teplotd +2-a% 10 %c a .chrg-
nit pred znirznut{m. Koncentrace. kyanohemiglobinu je vyzna&ena
na $tftku. Ke stanoven{ mno%stv{’ hemoglobinu v krv1 jako-
{ kyanohemigloblnupripravila .Lachema Brno soupravu pod nézvem:-
Hemoglobin /Hb/,‘tato souprava se viak zatfm pro stanoveni
;mnozstvi hemoglobinu v krvi ryb neosvedélla. : i B S
Obsah hemoglobinu v krvi ryb se uddvd v g.l “lau zdravych
. kaprd a pstruhd duhovych se pohybuje priblizné v rozmez{ -

60 = 100 g.1"1.
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Y

3.3 Hematokritovd hodnota /Hk, PCV/ )

Hematokritovd hodnota vyjad¥uje objem erytrocytd k cel-
kovému objemu krve. Aby ée tento objem mohl stanoviﬁ, je
t¥eba v pffslusném vzorku krve oddélit erytrocyty od piazmy
tak, aby jako celek zaujaly svij skute&ny objem. Toho lze
dosghnout jen dokonalym odstfedénim krve, provedenym ve spe-
cidlnfch zkumavkéch, trubidkdch nebo kapildrdch. V ichtyohe-
matologii se pouiiv& ke stanoveni hematokrifové hodnoty vy-
lugné heparinizovanych kapildrek 7,5 cm délky /qsvédéeﬁé
‘jsou kapilérky polské vyroby/. Cerstvé odebrang nestabilizo-
vand nebo hépariniéované krev /maximdln& do 4 hodin po odb&- *
ru pfi uloZent v tepioté do 4 %/ se nasaje do kapildrek
zhruba do 2/3 viiky a &isty konec se zatav{ nad kahanem.
Ut&snén{ kapildrek je moZno provést rovn&Z pomodi spéciélni- ]
modelovact hmoty,.kterbg vyrdb{ firma Janetzki v NDR. Kapild-
ry se vloZ{ do hematokritové odst¥edivky /typ 316, polet
otd&ek 14 000 za minutu/ a odstfedf se 3 minuty. Po odstfedd-
n{ se na hematokritovém m&¥igi, ktery je souldstf vybaveni
hematokritové odstfedivky, p¥imo ode&{taji procenta hemato-
kritu. zji%ténd hodnota v % se vyndsob{ koeficientem 0,01
a yisleéné hodnota je PCV v Tl %, Délku celého sloupce krve
a délku :sloupce erytrocytid s néslednim‘vﬁpoétémihematdhrito-
vé hodnoty lze rovné&i stanovit pomoc{ posuvného mé¥{itka
s noniem. /nap¥. zn. SOMET/. =

Stanoven{ hematokritové hodnoty se pro svoji jednodu-
chost.a pfesnost stalo jednim ze zdkladnich vySetfen{ gerve-
né krevni slqﬁky-u ryb. Fyzioiogické hematokritové hq?noty

se pohybujf{ u kaprd zhruba v rozmez{ 0,28 - 0,40 1.1 -, -
1

u pstruhﬁ duhovych v rozmezf{ 0,30 - 0,45 1. l 5
3.4 Zékladni hodnoty erytrocytu a jejich vypocet |

Stfednf objem erytrocytu /Mcv/ g

Hodnotu ‘st¥ednfho objemu erytrocytu moZno vypoéitat
z hematokritové hodnoty /PCV/ udané v 1. 171 a poétu erytro=
cytd /Exr/ v T.lfl podle ndsledujfctho vzorce:
PCV . 1 000

MCv -
Er:
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Hodnota stfedhiho'objemu'erytrocytu,‘udévané ve fentolitrech
/fl/ se :pohybuje u zdravych kaprid v rozmezi 2007- 300 f1,
u zdravych pstruhd duhovych v rozmez{ 350 - 400 fl.

Hemoglogin erytrocytu /MCH/ ‘ @ §
Hodnota hemoglobinu erytrocytu vyjad¥uje prﬁmernou kon-

centraci hemoglobinu v jednotlivich erytrocytech a uddvd -

peLE g/. Vypo&{td{ se z hodnoty hemo-

o podle

se v pikogramech - pg /10
globinu v g. 171 a2 po&tu erytrocytd /Er/ v T.l
ndsledujfcfho vzorce:

‘Hb
MCH a

Er
Hodnota hemoglobinu erytrocytu se pohybuje u zdravych kaprid

v rozmez{ 50 - 60 pg, u zdravych pstruhd duhovych v rozmezf’
65 = 75 pg. : '

st¥ednf{ barevnd koncentrace /MCHC/'

Stfedn{ barevnd koncentrace vyjadfuje koncentraci hemo-
.globinu v objemové jednotce erytroéYtﬁ Vypo&ftd se z hodnoty
hemoglobinu /Hb/ v g. 171 2 z hematokritové hodnoty /PCV/ uda-
né v 1.17} podle ndsledujfcfho vzorce:

- Hb
MCHC » —————————————
PCV . 1 000
Hodnota stfednf barevné koncentrace se pohybuje u zdravych
kaprd v rozmez{ 0,20 - 0,26 1.1}

, u zdravych pstruhd duhovych
v rozmezf 0,17 - 0,20 1.1_1. '

3.5 Rychlost sedimentace erytrocytd-
Rychlost, jakou samovoln& sedimentujf erytrocyty v ne-

sré#livé krvi, je u zdravych organismﬁ pom&rné velmi stdld.

Za rdznych chorobnych stavﬁ v8ak byvd zm&néna, bud zrychlend
nebo zpomalend. Rychlost sedimentace erytrocytﬁ je moZno méfit
riznymi metodami, Velmi vhodnd pro vySet¥enf krve ryb se ukd-
zala metoda mikrosedimentace erytrocytd v $ikmé poloze. PIi
vlastnim vySet¥eni seihgparinizované krev aaplnf do heparini-
_zovanych kapildrek, které se pouZivajf ke stanoven{ hematokri-
tové hodnoty. Kapildrky naplnéné krvi /né&kolik mm pod horni
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'okraj/ se- postavi do specidlnfho kovového stojanu se dvéma

deskami sklon&nymi pod dhlem 45 © /Jobr. 6/. Utdsndn{ kapild-
rek zaji&tuje modelovac{ hmota natladend do podélného- ¥1&bku
stojdnku. Hodnoty poklesu erytrocytl jsou ode&ftdny po 20 a
40 minutdch )tyto gasové limity odpovfdajf stanovenf rychlos-
ti sedimentace erytrocytd v kolmé poloze po 2 a 4 hodindch/.
Hodnota éedimentaéni rychlosti erytrocytd je zjistovdna po-'
moc{ hematokritového m&fife. Na tomto mE¥idd jeiodeéitéh

'sloupéc’erytrocytﬁ_v % z celého sloupce krve a hodnota

vlastnf sedimenta®ni rychlosti erytrocytd v daném &asovém
limitu je pak rozdflem mezi 100 % a procentem sloupce krvi-
nek Pro zjednodufenf price se doporuéuje v ¢asovém limitu
20 minut neprovdd&t m&feni rychlost1 sedimentace, pouze ten-

“kou tuikou na sklo oznadit na kapildrce hladinu qulésu

erytrocytd. Zmdfenf rychlosti sedimentace erytrocytﬁ na he-
matokritovém m&¥iéi se provede za oba doporu&end Gasové 1i-
mity ‘po 40 minutéch "Stanoveni sedlmentaéni rychlosti erytro-~

. cytd je nutno zahéjit do 6 hodin po odberu a ulo¥ent heparini- i

zované krve p¥i teplot& do 4 °c.

heparizované
kapilarky

ilibek s modelovaci hmotou

Obr. 6: stojének.né kapildrky pro stanoveni sedimentaéni
; rychlosti erytrocytd metodou mikrosedimentace

v &ikmé poloze /podle MUDr. B. Chalupy z Okresnf
transfuzn{ stanice Strakonice/. : ’

v poslednim obdobf do¥lo k prudkému - rozvoji specifickych
diagnostickych metod. PYesto je metcda stanoveni sedimentaéni
rychlostiAerytrocytﬁ,gako Jedna z pomocnych nespecifickych

:diagnosticquh‘metod-padéle doporudovdna. Je vyznamnd nejen
z hlediska vlastn{ diagnostiky, ale pfedevifm z hlediska sle-

dovéni‘stavu.a normalizace onem@cﬂéni, Pfednostf{ je jejf

‘ot



v o

- 17 =

nendro&nost a rychlost. Rychlost sedimentace erytrocytd. :
u kapril p¥i pouZitf{ vySe doporudované metody je po 20 minu-
tdch 10 - 14 % poklesu po 40 minutdch 20 - 24 % poklesu,

u pstruht duhovych po 20 minutdch 10 - 13.%, po 40 minu-
tdch 18 - 21' % poklesu.

4, Stanoveni ukazateld bflého krevnfho obrazu

4.1 Polet leukocytﬁ /Leuko/

Stanoven{ po&tu' leukocytd u ryb se provédi v heparini-
zované krvi Yedsné roztokem podle Prochdzky a Bkrobdka v po-
méru 1 : 200. Roztok podle Prochdzky a Skrobdka m& nésledu--,
jici sloZeni: . w )
chlorid sodny NaCl 3,88 ¢g

siran sodny Na SO4 ' 2,50 g

dodekahydrdt monohydrofosforeénanu ..

sodného NaZHPO4 .12 H,0 2,91 g
dihydrofosforefnan draselny KH2P04 0,25 g

formaldehyd 37 % 3 ) 7,5 ml.

brilantkresilovd modf 0,10 g+

destilovand voda ' “ad 1 Qéd ml. L

K vlastnfmu stanovenf nelze pou%ft &érstvd pfipraveny roztok,
ale roztok cca 2 tydny odstéty, ktery je nutno pfed pouZfitfm
pfefiltrovat.

K Yedén{ krve se pouz{vd tzv. banifkové metody podle-

* Bixlora. Red¥nf se provddf ve speciflnich sklenénich banic¢~

kden .ebo v penicilinovych lahvidkdch .o objemu 15 - 25 ml,

do kterych se nejprve dd specidlnf pipetou 4 975 ul roztoku
podle Prochdzky a SkrobZka a potom vyplachovac{ mikropipetou .
25 pl heparinizované krve. Mikropipeta se opétovnym nasdnfm
roztoku n&kolikrit propléchne, bani¥ka se uzavfe gumovou
zdtkou a jejf obsah se promichdvd krouZivym pqhybém 2 - 3 mi-

. nuty. Kapdtkem nebo Pasteurovou pipetou . .se naplnf poéftaci

Blirkerova komiirka na¥ed&nou krvi. Leukocyty se poéftajf ve.
100 velkfch*éﬁvercich. Zpravidla. se po&{td.p¥i 200ndscbném
zvétienf{.P¥i po&ftdni se postupuje tak,:Ze se po&ftajl Q§echhy
leﬁkccyty,‘které jsou uvnit¥ &tverch, aniZ se dotykajf nékte-
ré z jejich stran. 7 leukocytd, které se dotykajf stran se
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poéftajf jen ty, kﬁe;é se dotykajf{ pravé a horn{ strany bud
uvnit¥ nebo vné& /obr. 4/} Celkové népoéitané.mnoﬁstvi leuko-
cytd ve 100 velkych &tvercich je po&et leukocytd uddvany

v G.171 /G~giga = ‘109/ Stanovenf poétu:leukocyﬁﬁ je moZho
provdddt jestd i po 24 hodinovém ulozeni heparinizované krve .
p¥i teplotd do 4 °c. : :

Polet leukocytl u ryb je dﬁleiitym diagnostickym ukaza-
telem zejména pfi infek&nich onemocnénich, Varia&nf rozpétf
fyziologickych hodnot. je velmi ¥iroké, u kapra se pohybuje
v rozmezf 10 - 80 G.17! a u pstruha duhového v rozmezf
10 - 60 G.171, , o

4,2 Leukokritovd hodnota /Lk, BC/

‘Leukokritovd hodnota vyjadfuje objem leukocytd k celko-
vému objemu'krbe. Stanovenf leukokritové hodnoty se provdd{
v héﬁarinizovanich mikrokapildrdch soutasné& se stanovenim
hematokritu. S Uspéchem se osvéd&ily heparinizované mikroka-
piiéfky dovezené z Polska. Mikrokapildrky vyrdb&éné u nds majf
vét3f sflu skla a v&tE{ vnit¥n{f primdr a pro stanovenf leuko-
kritu ‘jsou nevhodné. ‘Leukokritovd hodnota je stanovovdna. jako
podfl Zedobflé vrstvy leukoeytd z' celého krevnfho sloupce.
VyEka vrstvy leukocytd se m&¥f pod mikroskopem s pouZitfm oku-

" 14rového mikrometru p¥i 60ti ndsobném zvé&tSeni. Podobn& jako

stanoven{ hematokritu, tak i stanovenf leukokritu je, nutno

'provést do 4 hodin po odbé&ru a uloZent heparinlzované krve

pri teploté do 4 °c.

Metodika stanoven{ leukokritové hodnoty - byla zat{m roz-
pracovdna pouze u kaprl, u kterych byl zjiSté&n statisticky vy-
soce vyznamny vztah mezi po&tem leukocytd a leukokritovou
hodnotou /xr =.0,91, r = 0,93/. Fyziologické hodnoty leukokritu
u ‘kapri se pohybujf ,v:rozmezf 0,002 - 0,01 1.1 “1, Metoda sta-
novenf leukokritové hodnoty jeé.velmi jednoduchd, rychld, neni
zat{Zena subjektivni chybou. a je vhodnd pro sériovd vySet¥eni.
P¥i posuzovdni leukocytdrni sloZky krve pomoci‘leukokritové'
hodnoty je vhodné, aby tato hodnota byla dopln&na diferencidl-
nfm rozpo¢tem leukocytld /leukogramem/. :
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~4.3. Diferencidlnf rozpofet leukocytl /leukogram/

Leukocyty se rozdéluji na agranulocyty aﬂgranulocyty;”

_z4kladnfm ‘rozlifovacfm znakem ﬁe absence nebo pfftomnost

rizné se barvfcich granul v cytoplazme techto bunék. Mezi

~agranulocyty pat¥{ lymfocyty a monocyty, jejichz cytoplazma

neobsahuije zédnou granulaci, vyjma OJedinelych azurovych 'zrn,
jeZ se mohou vyskytovat u &4sti téchto leukodytd. Do skupiny
granulocytﬁ‘patff'leukpcyty, v jejich¥ cytoplazmé se vyskytu-
je zpravidla znacné mnqistvihjemnYCh nebo hrubsfch granul,
kterd se vzdjemné& rozliSujf barvitelnostf, tj; schopnost{
pfijfmat bud bazickd, kyseld nebo obojf barviva. Podle bar-
vitelnosti t&chto granulf se rozlifuji granulocyty na bazo-
filnf, eozinofilnf a neutrofilnf. Krom& cytoplazmy je dalSim
diferencia&nfm znakem jddro téchto bunék. Zdkladnim rozliZo-
vacim znakem je tvar jddra, jeho velikost a vnit¥ni struktura.
Velkd a celistvd jddra jsou typickd pro agranulocyty, jddra
granulocytd jsou vSeobecnd menéi, maj{ zpravidla protéhii tvar
a nejednou jsou &len&na na useky, segmenty'spojené tenkym
prouZkem jaderného chromatinu. Z hlediska vnitfni-struktury
a hutnosti jddra jsou na prvém misté lymfocyty, které obsahu-
j1 hustou, jemnou sf¥ jaderné hmoty, jédra jsou koméaktnf a
hutnd, .¢emuZ odpovidd i silni stupen modrofialového bazického
odstfnu. Naproti tomu jddra granulocytl se zpravidla vyznalu-
j{ slabSfm bazickym odstinem. 4

“Vztdhneme-1i shora uvedené diferenciaéni znaky cytoplaz—
matické, Jédrové, velikostnf i strukturdlnf na poméry v. krvi
ryb, miZeme charakterizovat vet§inu leukocytl ryb nésledu]i-
cimi parametry: ’ >

e

Lymfocyty
:Jédro je kulovité, hutné, syte bazofilni, cytoplazma blankytne

modr4, bez granulf nebo s ojedindlymi azurovymi zrny obepind
bud zéésti rebo celé jédro jako souvisly lem n&kdy tvo¥fci vy-
b&zky nebo nahlouden{ cytoplazmy na nékteré &4sti obvodu  jddra.
Lymfocyty d&lfme na malé /cca 90 % v3ech lymfocytﬁ/.a velké

s Velkimi zpravidla ‘lehce ¥id¥fimi jédry a vélkim_sduvislfm ]
cytoplazmatickym lemem. Prekurzory lymfocytd jsou lymfoblasty
/velké vyrazné bazofiln{ jddro s jadérkem a bazofilnIAc§§of-'

. plazma/. Velikost lymfocytd se pohybuje mezi 7 ai»Q@J. J4dro "




‘Monocyty

‘obvykle ¥id3{f neZ u lymfocytd, je utvdfeno ve form& sitd s vy-
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je vidy pom&rné velkd, &asto obstdupené jenom dzkym lemem
cytoplazmy. Vyznatuje se zpravidla vyraznou' bazofilii a bo-
hatym obsahem chromatinu sto&eného v karyoplazm& v hustou
splet vldken a uzld zpﬁsobujicich, Ze struktura jddra je
zjevnd hrudkovitd, pachychromatickd. U &4sti lymfocytd cy-

toplazmqtickf'obal zcela chyb{, takdvé'lymfocyty oznaéujeme

jako nahojaaerné /zpravidla &4st malych lymfocytd/. Podet
lymfocytd kolfsd u kapra mezi 76 a% 97,5 % v3ech leukocytd.

‘% celkového po¥tu lymfocytd bylo napf. u plidku kapra zji¥té-

no v prim&ru 86 % malich lymfocytﬁ a6 % velkjch lymfocytﬁ

Lymfocytérni vyvojovd rada
Kmenovymi bufikami této Fady Jsou lymfoblasty. Jsou ‘to pomér- )
né velké lymfocyty o priméru 10 aZ 15 m, okrouhlého tvaru.

'Velké je zejména jddro se zfetélnimi»hrudkami chromatinu

a zfetelnymi jadérky. Cytoplazma je bazofilnf a md vldknitou
strukturu bez jakychkoli zrn. Prolymquyty maji ji% jadérka

v optickém mikroskopu neviditelnét Cytoplazma nabyvd charakfe—_
ristického lymfocytového vzhledu a &asto tvof{ jenom dzky lem -
okolo j4dra. Celd buiika se zmenéuje, pfifemZ zhutnéni karyo-
plazmy i cytoplazmy je shodné. ) ; «

Velikostf 15 aZ 18 m a vzécné i vice se radi monocyty mezi-
nejv&tif bunééné elementy krve ryb. Jsou nejasté&ji kulovitého
aZ ovdlného tvaru. Jddro, jehoZ chromatinovd struktura je

raznymi uzly a byvd umist&no excentricky; Cytoplazma je bfi-
dlicové Sedé barvy, &asto vakuolizovand s nepravidelnymi okra-

ji. Jej{ mnoZstv{i je zpravidla vy%3{ neZ u lymfocytd. Vyskytu;
3L se v n{ Easto jemnd azurofiln{ zrna nafialovélé barvy, kte-
r4 jsou.rozptylend po bufice. Procentické zastoupeni monocytd
napif..v leukogramu kapra se pohybuje mezi 3 aZ 5 1. Pfeséo,

Ze tyto buiiky jsou pom&rn& znalné& tvarové variébilni, jejich
spolehlisg rozpozndn{ ne&inf ani za¥dtednfku Z4dné zvl4stn{
potfée. Zminénd tvarové.variabilita monocytld bezpochyby sou-
vis{ s jejich funkénfimi vlastnostmi,,tj. pohyblivostd{ a_mékrd—
fagif, specializovanou na intraceluldrni{ trdven{ hrubZfch i
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gdstic cizorodé hmoty a odstrafovdni vysokomolekulﬁrnich ko~
loidnfch &4stic z krevnfho ob&hu. Monocyty jsou‘schopny po-
hlcovat pXestdrlé nebo aiterované'erytrocyty afrozklédat je="
jich uvoln&ny hemoglobin na bilirubin. V§znamny podfl majf
také na syntéze 1ipidﬁ, proteind a v neposledni fadé na

“tvorbé protildtek. Novéji se vyskytly i ndzory, Ze’ funkci
‘monocytd pfebfraji v krvi ryb bunky ‘retikuldrni.

~

Monocytérni vyvojovd Fada

Matefskou bufikou této Fady je monoblast, dosahujfci velikosti
14 aZ 18 @ a majfcf j&dro s vldknitou strukturou. Cytoplazma,
Jiz .je pomérné mdlo, je vyrazné bazofilni Vyzrdvdnim mono-
blastu vznik4 promocyt. Je véti{-a mé:f jiZ kolem 20 w. Jddro
nabfvé tvaru ledvinovitého a md jemn& vldknitou strukturu
chromatinu. V Sedomodré cytoplazmé& se objevujf jemnd azurofil-
ni zrna, jemnéjs{ neZ u lymfocytd. Jejich typickd lokalizace
je v mistech, kde se na jddru nachdzi prohlubef. Obrysy cyto-
plazmy jsou neostré a nepravidelné jako u v&tZiny monocytt.

Neutrofilnft granulocyty '

Do této bun&fné kategorie zafazujeme celou Fadu vyvogovich
stadif{ té&chto bunék. Jejich spolecnym znakem je p¥{ftomnost
riizného mno¥stv{ granul, kterd bud zcela nebo jenom &4steéné
a na rizném stupni denzity vyplﬁuji cytoplazmaticky prostor
kolem j4dra, jeho¥ tvarové uspo¥dddni odpovidd vyvojovému
stupni. t&chto leukécytﬁ. Tak neutrofilni granulocyty s jddrem
okrouhlym, zpravidla mfrné& excentricky uloiehim oznadujeme
jako neutrofilnf myelocyty, s j&drem ledvinovitého.tvaru jako
neutrofiln{ metamyelocyty,-s jddrem pentlicovitého tvaru jako
neutrofilni granulocyty, s ty&kovitym jddrem neutrofiln{ tyé-
ky a kone&n& s jddrem €élenénym do dvou a vice segmentd jako
neutrofilnf granulocyty se segmentovanym jddrem /neutrofilni‘
segmenty/. Velikost neutrofilnfch granulocytd kolf{sd mezi

5 aZ 10 @ a jejich procentické ?astoupeni mezi lehkocyty ko=
1{sd u ryb v rozmezi od‘2'do‘10 %. 'Jejich zmnoZenf je zpra-
vidla v udzké souvislosti s reakef krvetvorby ryb na rézné
patogény. ' |
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Eozinofilni granulocyty

Jsou to bunky, jejich¥ velikostni distribuce se pohybuje od

8 do 12 u, velikostné jsou stabilnéjéi neZ pfede$lé granulo-
cyty. Jejich tvar je v&tZinou okrouhly, jddro ¥id3f{ a ménéd
barvitglné, zpravidla nevyrazn& bazofilnf, cytoplazma je vé&t-

‘$inou acidofilnf, barvi{ .se slab& rifov¥, ale zpravidla neni

v optickém mikroskopu témé¥ vibec vid&t, nebot je pF¥ikryta
velkym mnoZstvim hrubych kulovitych eozinofilnich, tedy ci-
hlové Servené& se barvicich granul, kterd nejednou'pfekrivaji
i ééSti mélo:segmentovaného’/z seg./ jddra. Tato granula spo-
lu s chudym a excentricky vytladenym jddrem jsou charakte-
iistickfm znakem této buné&né kategorie a pro vyrazné barevné .
odli§enf'sp:évné zat¥fdén{ t&chto bun&k neddl4 ani zad{te¥ni-
kim %4dné problémy. Procentické zastoupenf eozinofilnich gra-
hulocytﬁ kolfsd v krvi ryb od 0 do 1 %. Tyto leukocyty.majf

v krvi ryb vyznamnou detoxika®ni{ funkci nepochybn& vlivem
svfch granul, je% obsahujf histamin. Tato funkce objasiuje.
do jisté miry jejich zvySenou p¥ftomnost p¥i riznych .alergic-
kych procesech, provdzenych zvySenou tvorbou histaminu.

' Bazofilnf granulocyty

Jsou posledn{ bun&Znou kategorif granulocytdrnf Fady. Majf
gpravidla okrouhly tvar, dosahujf velikosti kolem 10 p. Bazo-
filn{ ¥{dké excentricky uloZené jddro i cytoplazma jsou z&4sti
nebo zcela pfekryty Cetnymi, pom&rn& nestejn& velkymi'granuly
purpurové a% modro&erné barvy.ljejich procentické zastoupeni

v krvi ryb se pohybuje od 0 do 0,5 %. Obsahujf histamin a hra-
jL jistou idlohu p¥fi alergickych procesech, o jejich bliZsf
funkei nenf dosud mnoho zndmo.

Granulocytdrni fada

Kmenbvou_buﬁkou této ¥ady je myeloblast. Dosahuje velikosti

od B do 14 a1, vétiinu bufiky vyplfiuje kruhovité jddro s jemnou

a hust& sffovitou strukturou. Cytoplazma, zatim je3té& bez gra-
nul,. tvo¥f{ zpravidla souvisly uzky lem kolem jddra a je silné&
bazofiln{. Dalsfim vyvojovym stu?ném je promyelocyt a myelocyt.
lisfc{ se od svého prekurzofu jednak nédpadnou velikostf /25

aZ 28 p/, hrubS8{ strukturou jéddra, velkym lemem cytoplazmy

a zejména p¥itomnostf{ granul. Cytoplazma je stdle jeSté& vyrazné




- 23 -

-bazofilnf, ale u myelocytd jiZ se projasfiuje zonami acido-

filnfho charakteru. Tato acidofilie cyfoplazmy'se zpravidla
3{¥{ z perinukledrnich okrskf do periferie bufiky, proto ne-
vyzrdly myelocyt md perifernf &4st cytoplazmy jeSt& bazofil-
ni. DalSim projevem. zréni myelocytd je postupné zmendovind,
hutnéni{ jddra, které zaujimé postupn& excentrickou polohu

v bufice. Postupnym vyzrdvédnim myelocytd vznikajf metamyelo-
cyty, "tycky" a "segmenty". ' A

~ Technicky postup pfi stanovent leukogramu-krve ryb je
ndsledujfc{: zdkladem je zhotoveni krevniho nétéru, ktery
je p¥ipravovdn z nativn{ krve bezprost¥edné& po jejfm ndb&ru.
Vlastnf krevnf ndtdr se provddfl tak, Ye kapka krve velikosti
barevné Zpendlfkové hlavidky se p¥enese na jeden okraj suché-
ho, &istého a odmadté&ného podloZnfho sklf&ka pomoci sklen&né
ty&inky. Druhg, roztérové skliéko,se'pploéi do 45° - ¢hlu pred

kapku‘krve tak, Ze se po dotyku s kapkou krev rozlije po celé.
délce hrany pfiloZeného roztérového -sklftka. Takto p¥iloZenym

sklf{&kem se zhotovi ndtér rovnbmérnim a lehkym pohybem smérem

" k opa&nému konci podloZnfho sklf&ka /obr. 7/. Sila /denzita/

krevnfho nétdru se ¥fdf rychlost{ tohoto vkonu. Pro ﬁéeiy sta-
noveni{ leukogramu je potfeba pfipravit krevnf ndté&r nizké den-
zity, ktery po zaschnutf ve velké ploée opaleskuje /“zlaté

zéna"/. Takovy krevnf ndtér se p¥iprav{ pomalym souvisljm roz-

5

-

_taZenfm krevni kagky na podloznim skl{&ku. . Zhotoveni krevni _'

ndtér musf mit rovné okraje a pfechdzet do "ztracena" alespoi
1 - 2 cm pfed druhim koncem podloZntho skliéka, pfiZem utvofi

" obvykle n&kolik cipd. 'K rozetfenf nitdru se mékvzdy pquzitvne]—

mén& o 6 mm uZs{ sklf&ko neZ je podloZnf, aby m&l zhotoveny

krevn{ nét&r ostré okraje a nedosahoval krajt podloéniho sklié—

ka /obr.,8/ :

Y Pouiité roztérové skliéko musi mit rovné, zabrouéené
hrany, aby se v ndtdru nevytvorily nerovnomérné plochy a ryhy
a aby nedoslo k poSkozen{ krvinek. Jako roztérového skliéka

~1lze pouit zabrou§ené kryci{ skli&ko poéitaci Burkerovy komﬁrky.
‘PodloZnf{ sklf&ka’ pro zhotoveni krevnich ndtdrd must byt pred
‘pouZitim nejprve omyta,mydlovou vodou a po opléchnuti uloZena

na 24 hodin &o chromsfrové 14zn& /p¥iprava - dvojchroman




Obr. 7: Zhotoveni krevniho
‘nitéru

Obr. 8: Schéma sprdvného
krevnfho ndtéru
a zpusob jeho
prohl{Zen{

dfésélﬂi.sefrbzpusti do nasyceni v kyseliné sirové/.,zzni
fsequdIQEni skli&ka vyjmou'kleétémi'a po opldchnutf pod.te-
kouct - vodou ée pfenesQu do alkoholové 14zn& /benzinovy
alkohbi/‘po dbbu minimdlnd 12 hodin. % této 14zn& se vyjmou
a osusf éistou sepranou utérkou. P¥i tomto ¢isténf jiZ ucho-
pime podloZn{. sk1{&ka jenom za jejich hrany a po individudl-
nim-osuSen{ " Je uklddéme do jejich plvodni krabice, jejiZ dno
i krétké okraje vysteleme p&sem &isté gdzy. Timto balenfm
Ajsou podlozni skliéka oznadena Jako "hematologicky pouzitelné"
. zhotovené krevni nétéry se po zaschnuti na vzduchu ozna-
&L obyéejnou tuzkou, a 'to primo do krevnfho nétéru na jeho
pravé a zpravidla denzitnéj§1 stran&. Pfed zneéi§ténim se
chrén{ zakrytim filtraénim papirem. Barven{ krevnich nétérd’
krve ryb je. nutno na rozdil od krve savcd provédét s ohledem - -
na zna&né aktivni povrch bunék co nejd¥fve po zhotovent,
alespon do étyf hodin. ‘Pro: panoptické barveni krevnfch n&t&-
rd se za d&elem stanoveni leukogramu pouzivé Pappenhelmova
barvici ‘metoda, jejiz postup je nédsledujfef: krevnf nétér: se:
nejprve prevrstvi cca 30 kapkami May—Grunwaldova barviva. To-
to barvivo se naniif z4sadn& &istou a suchou pipetou, u¥fva- "
nou/jehom pro tyto uddely. Barvivo se nechd psobit 3 min. . \
/v této f4zi doéhééi,jen k fixaci bunék absolutnim alkoholem
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barvic{ sm&si/. Pc 3 minutdch se nakape na May-Griinwaldovo
“barvivo cca 25 kapek neutrdlnf destilované vody /pH musi

byt p¥esné 7/, kterd se za vzniku vird smfsf s alkoholem.
smési a tim se vytvori vodny roztok, ktery md vlastn{ barvi—
¢ schopnost. Doba této barvici féze je 2 minuty. Poté}se
barvic{ roztok z ndtérd slije a jeété mokry ndtér se rych-

le prevrstvi pripravenym vodnym roztokem barviva’'Giemsa~
Romanowski v Yeddnf 1 : 40 /1 41l barviva + 40 d{1d neutrél—
‘'n{ destilované vody/. Doba této fdze barveni /nynfi se barvi'
pfedevifm jddra-bun&k/ je 20 a%¥ 30 minut. Po 20 minutdch.se
jeden libovolny nétér slijé, oplécﬁne proudem vody a za mok-
‘ra zkontroluje barvic{ efekt pod mikroskopem pfi malém zvét-
Senf{. Je-li cytoplazma bun&k ri¥ovd a jddra modrd, 5e barve-
n{ skondeno. Vechny ostatnf ndtéry se slijf, dikladng
opldchnou pod proudem vody a hechaji zaschnout v kolmé nebo
§ikmé polbze na vzduchu /nutno chrédnit pf¥ed prachem/. Po
zaschnut{ panopticky obarvenych krevnfch ndtdrd se provddf
jejich mikroskopickd analyza. Prohl{Z{ se v olejové imerzi
pfi zvétSeni nejlépe 1 000 a¥ 1 500krdt pfi silndj3fm
osvétlenf. Nejprve je nutno posoudit celkovy charakter bun&k
jak &ervené tak bflé Fady, v&etnd destifek, tj. jejich ve-"
likost, barvitelnost, pi{ipadné prime51 Jako paraz1té bungg=
ny rozpad a dal¥f. poté se pristoupi k zhotoven{ leukogramu. -
Prepardt se zastavi bud na hornfm nebo dolnim okraji v roz-
sahu opaleskujici zony a kffZovym stolkem se posouvd meandro—
vitym postupem pod objektiv mikroskopu /obr. 8/ a pfi “tom se
erfaf nalezené leukocyty a eviduj{ se Jejich ndlezy ‘db vhodné
tabulky nebo pomoci dlgltélniho pocitaée. Po zat¥fd&n{ 200.
bufiky se stanovi{ procentické zastoupeni Jednotllvych druht
leukocytﬁ Disponujeme—li i presnymi ddaji o celkovém podtu
leukocytﬁ m Zeme pomoci ﬁdaju leukogramu snadno ziskat cenné
_informace také o absolugnich poctech jednotlivych druhu leuke—
cytl. . :

.Jako priklad jsou uvedeny primérné hodnoty leukogramu

kapra a pstruha duhového /uvedeno v %/ : ‘




kapr obecny ‘ pstruh duhovy
lymfocyty gelkem 92 » 93
monocyty 3 3
neutrofiln{ granulocyty 4 4
eozinofilnf{ granulocyty 1 o]
bazofiini‘qranulocyty (o] o

5. Stanoven{ hodnot'vybranjch biochemickych ukazateld
v krevn{ plazmé

"P¥i stanoveni hodnot biochemickych ukazateld v plazmé
ryb je_nutno.dodﬁiovat uréité zd4sady. Veéke:é pou¥fvané sklo
mus{ bfﬁ ¥4dné uﬁyté, bez zbytkd sapondtd a pfed sudenfm
opldchnuté destilovanou vodou. Krev pro Biochemtckot‘énaljzu
je nutno odebrat bezprostfedné po odlovu ryby. U plidku ryb
se osvédéila metoda odbéru krve kardiopunkcf, u dospélych ryb
pak metoda ndb&ru z ocasn{ cévy. Jako antikoagulant je nej-
vhqdnéjéi néfed&ny roztok Heparinu SPOFA inj. Odebranou krev
je potfeba za chladu co nejdifive odst¥edit. Pokud nenf k dis-
pozici chlazend odstfedivka, je vhodné pouZft odst¥edivku
s vyménitelnim'rotorem, ktery lze pfed pouZitim vychladit
v chladni&éce. Po centrifugaéi nesrd31ivé krve /10 min., 100 G/
" a nésledné separaci plazmy je'nutnb separovou plézmu cc nej-

". d¥f{ve analyzovat, popt. krétkodobé4uchqvévat /do 24 hod./
pfed analyzou p¥i 4 O¢ nebo v zamraZeném stavu v mikrozku-

'

mavkdch s uzdvérem /Eppendorf/.

‘ Normédlnf hodnoty, uvd&d&né riznymi autory, se u bioche-
mickych ukazateld v plézmé.ryb dosti 1i%f{. Neshoda je zplisobe-
. na pfedeviim bouiitim ridznych metod stanovenf, v&etnd metody
odb&ru krve, ddle fyzioldgickim stavem ryb a mnoha endogennimi
aAexdgenhimi faktory. Tyto vlivy jsou také p¥fi&inou vysoké
variability nékterych ukazateld.
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5. 1 Celkové bilkoviny /TP/

Pro 'stanovenf koncentrace celkovych bilkovin v plazmé
ryb je mo%no pouZit dvé& metody, jejichZ vy¥sledky jsou srovna- |
telné. = . ,

a/ Fotometrickd metoda je zaloZena na tvorb& fialové zbarve-

‘nych cheldtd m&di s bflkovinou v alkalickém prostfedi P¥L
stanoven{ se postupuje podle ndvodu Bio—La—Testu CELKOVE

BILKOVINY /TP/. Krom& lyofilizovaného standardu, ktery je
obsaZen v souprav€, je moZno pouZit ke stanoveni 1 jiné bil-
kovinné standardy, nap¥. Preciset Eiwelss /Protein, vyrobce
Boehringer Mannheim GmbH/. Stanoveni koncentrace celkovych
bflkovin v plazmé& ryb je nutno provést v den odb&ru krve,.
plazmu nelze p¥echovdvat do druhého dne.
b/ Refraktometrickd metoda je zaloZena na m&fent indexu lomu.
Je vhodnd zejména v pripadé kdy méme k dispozici malé mno%-
stvi plazmy, pfeédevEim vSak p¥i hematologickém vyéetreni me-
todou zkréceného hematologického'kondiéniho-testu;‘Pfo,refrakv
tometrické stanoven{ koncentrace celkovych bflkovin v plazmé
ryb se osv&d&il Abbeldv refraktometr. Pfed vlastnim ‘stanovenim
je nutno hranol refraktometru vytemperovat na 20 °c proudici
temperovanou vodou z ultratermostatu a tuto teplotu_béhem mé-
Yen{ série vzorkd prib&#n& kontrolovat. Pfi'zo °c ukazuje
destilovand voda hodnotu indexu lomu 1,3329. Pfi hematologickém
Qyéetfeni metodou zkrdceného ‘hematologického kondi&niho tés;u
se postupuje’ prakticky tak, Ze po stanoven{ hematokritové

. hodnoty se p¥élomf mikrohematokritovd kapiléra v misté kde

za&{ind sloupec plazmy a pomoci{ jemné hadidky, nasazené na je-
den konec vzniklého fragmentu se vyfoukne vzorek plazmy na
méffc{ &4st hranolu refraktometru. Po priloﬁeni druhé &dsti
hranolu se vyhledd a kompenzaci zaostf{ v okuldru svételné
rozhranf{ a na stupnici ode&teme vysledek mé&¥eni.

Z namé¥ené hodnoty indexu lomu pii teploté& 20 ¢ se vy~
pocité koncentrace celkovych bilkovin v g.l " podle vztahu:

x(gll)- [(510.0)-181_] 10,
kde D = /index lomu plazmy - index lomu destilované vody/

Postup vypoétu koneéného vysledku 1lze ‘s vyhodou. urychlit pouZi-

" tfm p¥fsludnych pfepo&ftdvacich tabulek
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Koncentrace celkovych bilkovin v plazme kapra se. pohy—
-1

buje v rozsahu 20 - 40 g.17".
5.2 Glukoza
" Pro stanoveni koncentrace glukozy v plazme ryb se nej- )

Castéji pouzfvala /za vyuziti Bio-La-Testu GLUKOSA/ fotometric-
k4 metoda, zaloZend na reakc1 glukézy s o-toluidinem v kyse~
lém prostfedi za zvjsené teploty. Tyto testovaci soupravy se
v§ak pro Skodlivé y&inky o-toluidinu prestaly vyrdbét. Lache-
ma Brno nabfz{ soupravu Oxochrom GLUKOSE /Glu GP/, kterd '
umoZiiuje stanov1t koncentraci glukozy v plazme metodou, zalo-
Zenou na oxidaci glukozy kyslikem za katalyzy enzymem gluké-
zaoxidézou na peroxid vodiku a glukonét. Vznikly peroxid vo-
diku se stanovuje oxidaéni‘kopulaci se substituovanym fenolem
a 4-amiﬁofenazonem katalyzoVanouienzymem perdxidézou. Tato
souprava'nebyla dosud pro stanoveni koncéntrace:glukézy'
v plazmé ryb 6testovéna. '

Koncentrace glukdzy v plazmé kapra se pohybuje v rozsahu
2 - 5 mmol.1"1,
5.3 Celkové'lipidy /TL/

Pro. stanovenf koncentrace celkovych 1ipidd v plazmé ryb
‘seé pouZivd.fotometrickd metoda, zaloZend na reakci nenasyce-
nich_llpidﬂva mastnych kyselin, fosfolipidd a cholesterolu
s fosfovanilinovfﬁ ¢inidlem po pfedchoz{ hydrolyze kyselinou
sirovou. Postupuje se podle ndvodu, Bio—LahTestu CELKOVE LIPIDY
/TL/ bez modifikace. .

Koncentrace celkovych lipidﬁ v plazme kapra se pohybuje
v 'rozsahu 2 -8 g e
5.4 Triacylglyceroly _ :

Kon¢entrace triacylglycerold v plazm& ryb se stanovuje
enzymatickou metodou za pouZitf Bio-La-Testu TRIACYLGLYCEROLY
enzymaticky - TG - Enz 60. Metoda je zaloZena na §tépen£
triacylglycerolﬁ lipdzami na glycerol a volné mastné kyseliny.
Glycerol se. prevddf glycerolkindzou za prftomnosti ATP na
glycerol—3 ~-fosfdt :a ADP. Glycerol-3-fosfdt se v prftomnosti
Nap* a glycerol«3- fosfétdehydrogenézy mén{ na dihydroxyaceton—

'
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fosfdt a vznikd NADH, ktery redukuje INT za pfftomnosti dia-
fordzy na barevny formazan. PEi stanoveni'koncentrace triacy1-
glycerold .v plazmé& ryb se postupuje podle ndvodu* testu. V pii-
padé nedostupnosti enzymatického testu lze pouzit neenzyma-'»
tickou metodu za pouZitf{ Bio-La-Testu TRIGLYCERIDY /TG/, kter4
je v8ak Zasovd néroénéjéi a vyéaduje desetlnésobné mnoistvi
vzorku plazmy..

Koncentraée triacylglycerolﬁ v plazmé kapra se pohybuje
v rozsahu 1 - 4 mmol.l 1.

5.5 Cholesterol : e o ;
Koncentrace cholesterolu v plazm& ryb se stanovi foto- .
metrickou metodou za pou¥it{ Bio-La-Testu CHOLESTEROL '/Chol./.
Princip metody Jje zalo¥en na reakci cholesterolu s &inidlem,
obsahujicim kyselinu 2,5-dimethylbenzensulfonovou za vzniku-
modrozeleného zbarveni, vhodného pro fotometrické stanoveni.
Stanoven{ se provédi podle pracovniho postupu, uvedeného
v testu, bez modifikace. 3

Koncentrace cholesterolu v plazmé kapra se pohybuje v roz-

sahu 1,5.- 12 mmol. 17

5.6 Mofovina : ‘

Ke stanoveni koncentrace moéoviny v plazmé ryb se pouzf-
vé enzymatické fotometrickd metoda, kterd vyuzivé hydrolizy
modoviny uredzou na amoniak a oxid uhliéiti Vznikly amoniak -
se stanovuje barevnou reakct salicylanu s alkalickym roztokem
chlornanu. P¥i stanoveni koncentrace moloviny v plazm& se
postupuje podle ndvodu Bio—La—Testu MOCOVINA enzymaticky.

V. p¥ipadé nedostupnosti tohoto testu se. mﬁie postupovat dle
ndvodu Bio-La-Testu MOCOVINA /Urea/. :

Koncentrace mo&oviny v plazmé kapra se pohybuje v rozsahu
1~3 mmol 17 :

5.7 Amoniak

Hladina amoniakv v krevn{ plazmé ryb je velmi variabilni
je silnd ovlivnéna pﬁsobenim rﬁznych endogennich a exogennich
faktord. Navic v diisledku vysoké aktivity proteolytickjch J
. gngymﬁ u ryb QOChézi k rychlému posﬁmortélnimu uvoliiovdnt ‘-

-
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amoniaku v krvi. % Eéchto ddvodu je nezbytnd nutné p¥i pif-
pravé_ krevni plazmy k analyze dodr¥et ndsledujfcf zdsady.
Odbér krve od ryb je nutno provést ihned po jejich odloven{
na plné vod& do zchlazenfch zkumavek. odebrany vzorek: krve

a nésledné zIskanou krevni plazmu je nutno prechovévat pfi
teploté maximélne 2 -4 C, odd&lenf krevnf{ plazmy od krev-

. nfch bunék je potreba provést do.30 minut.po odb&ru. Vlastnf
analyzu Je nutno provést pEi ulo¥en{ krevnf plazmy p¥i teplo-
té 2 - 4 % do 69 minut, p¥i. teplotd - 20 °c do 2 dnt.

Ke stanoven{ koncentrace amoniaku v plazm& rybvje moZno
_pouziti enzymatickf UV - monotest AMMONIAK vyrobce Boehringer
Mannheim a nebo BLOOD AMMONIA test firmy Hyland Metoda UV -
monotestu je zalozena na specifické reakci glutamétdehydroge—
nézy s amoniakem. Mfrou reakce je ubytek NADPH, m&feny zm&nou
absorbance pti vlnové délce 340 nm. PEL pouZitf testu firmy
Hyland se plazmaticky amoniak isoluje selektivn{ adsorpci na
siln& kyselé katexové p¥iskyfici. Z prysky¥ice je ndsledné
eluovdn a reaguje s fenolem a chlornanem sodnym v.pfitdmnos-‘
ti nitroferrikyanidu sodného. Amoniak tvoff stabilnf tmavé
modry indofenolovy komplex, ktery se m&¥{ fotométricky pEl
vlnové-délce 630 nm. Zabarveni je p¥fmo umé&rné koncentraéi
N-amoniaku v plazmé. ‘

E ‘P¥i stanoven{ koncentrace amoniaku v plazmé& ryb metodou
ehzymatického UV - monotestu se postupuje podle mirné modi- -
fikovaného ndvodu testu. Modifikace spo&ivd v Yedéni plazmy:
/dle koncentrace amoniaku v plazm&, nejlast&ji 5x/, v p&ti-
ndsobném snffenf objemu vzorku plazmy /na 0,1 ml/ i ostatnich
reagencif{ a v pouZit{ mikrokyvet k vlastnfmu'méféni. K Fedénf{
plazmy je nutno pouZifvat redestilovanou, amoniaku prostou vo-

_du, vysledek mé¥enf se ndsob{ Yeddnfm:. Také pfi pouZitf testu .

firmy Hyland se sniZuje objem plazmy k analyze 4krdt, tj. na
0,25 ml, pop¥ipadé se plazma ddle ¥ed{ redestilovanou vodou.
Zkumavky s plazmou a véechny roztoky musi byt stéle dobfe
uzavieny, aby nedo¥lo ke kontaminaci amoniakem ze vzduchu.

. Kontentrace amoniaku v plazme kapra se pohybuJe v’ rozsa-

hu 200 - 800 pumol.1”.

o
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= By 8 Kyselina mlééné /laktdt/’
Koncentrace mlé&né kyseliny v plazmé ryb se stanovuje
" pomoct enzymatického UV-monotestu LACTAT vollenenzymatisch
vyrobce Boehringer Mannheim. Spektrofotometrické enzymatické
metoda vyuiivé spo;eni ‘reakce LDH, kterd katalyzuje oxidaci
laktdtu na pyruvét /za souéasné redukce ‘NAD" na NADH/, -
s transaminaéni reakc{ ALT. Prirﬁstek NADH, méreny zmé&nou -
absorbance p¥i vlnové délce 340 nm je ekvivalentni koncentra—'
ci lakt&tu. ; , "
Stanoven{ koncentrace 1aktétu v plazmé ryb‘se provédi
dle ndvodu uvedeného v testu, plazma ‘pted vlast Iim stanove—i’
nim se Fedf redestilovanou vodou /podle koncentrace laktétu,-
nejéastéji Skrdt/ a vysledek se nésobi ‘&fslem redéni Pfi pré-'
- el je nutno dbdt na to, aby Spilky plastickjch michadel a pi- c
pet, které p¥ichdz{ do styku se vzorkem,. nebyly brény prsty,
protofe pot mife obsahovat znatné mnoZstv{ lakttu, ' %,
Koncentrace laktétu v plazmé kapra se pohybuje v rozsa—
hu 0,7 - 2, 2 mmol. 1

5.9 Aminotransferézy /AST, ALT/

Aktivita aminotransferéz v plazmé ryb se stanovi kolo~
rimetricky. Stanoveni je v. obou pfipadech zalo¥enona reakei:

- vznikajfcf kyseliny pyrohroznové /v p¥{pad&. AST: po sponténni )
dekarboxylaci kyseliny oxaloctové/ s 2,4- dinitrofenylhydrazi-
nem. Zluty 2, 4-dinitrofeny1hydrazon kyseliny pyrohrozrové d4-
vd v alkalickém prost¥edf &EervenohnZdé zbarveni, jehoi inten—
zita je z4visld na koncentraci.

Pro stanoveni{ aktivity aminotransferdz AST.& ALT v plaz-_
mé ryb se pouzivé ‘Bio-La-Test AMINOTRANSFERASA /AST,;@;?/,A
jeho¥ metoda byla mfrn& modifikovéna. Modifikace spodfvd -
ve zméné inkubadni teploty - véorky se inkubuji pfl'teploté‘
25 °c, pracovnt postup zistdvd zachovdn. Stanoveni aktivity
AST a ALT v plazmé ryb je nutno provést v den odb&ru k*ve, x
plazmu nelze, pfechovdvat do: druhého gne. : ‘ ;

Aktivita aminotransferdz AST a ALT se v plazmé kapra

'>pohybuje v rozsahu O, 25 - 3, 50 pkat 1 -1 u AST & 0 05 - O 32

“pkat.1”" u ALT. ;
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. . Lachema Brno p¥ipravuje novy test na stano&eni kataly~-
tické aktivity aminotransferdzy AST ‘a ALT v plazme v uv -
oblasti. Z p¥edb&¥ného orienta&nfho srovndn{ vysledkﬁ vy-
plynulo, ¥e aktivita AST u ryb stanovend nové p¥ipravovanym
testem je zhruba 3 - 4kr4t wysE{ ve srovndnf s hodnotami
z{skanymi pi¥i pouziti dosavadnfho testu. Vysledky aktivity
ALT zfskané obéma testy jsou srovnatelné. '

5.10° Laktétdehydrogenéza /LDH/ . : !
Pro-stanovenf aktivity laktétdehydrogenézy v plazmé ryb

se pouzivé UV-monotest LDH optimierte standard methode vy-

robce Boehringer Mannheim. Spektrofotometrické metoda testu’

‘Je zaloZena na m&¥en{ ﬁbytku koenzymu NADH podle jeho

absorbance p¥i 340 nm. ;

PEL stanovenf aktivity laktétdehydrogenézy v plazmé ryb
se postupuje podle névodu testu, plazmu ryb je v8ak nutno .
Yedit .redestilovanou vodou /5% 1 vice/ a visledek nésobit -
&fslem ¥edénf. Plazma s vysokou .aktivitou .LDH miZe uk&zat -
2ddnlivé nizkou aktivitu, proto¥e NADH mife byt z nejvitif
&4sti spotfebovdn je¥t& pred ﬁéfenim; Pro vlastn{ m&fenf se
pou¥ij{ kyvety o v&tZim objemu /4 ml/.

. Aktivita laktdtdehydrogendzy v plazmé kapra se pohybuje'

v rozsahu 2,25 - 4,50 pkat.1” =

5 11l Glutamétdehydrogenéza /GDH/ :

Aktivita GDH v plazmé ryb. je stanovovéna spektrofoto—’,-
metrickou metodou, - kterd je zalo%ena na urdeni ﬁbytku NADH,
mé¥eného podle zm&ny absorbance pri vlnové délce 340 nm. Pro
stanoveni se pouiivé UV—monotest GLDH aktiviert vjrobce
Boehringer Mannhein. ) ‘

P¥i stanoveni aktivity GDH v plazmé ryb se postupuje

podle nivodu testu s mfrnou modifikacf, kter4 spodfivd v fedé- A
., nl plazmy redestilovanou vcdou /nejdastdji 5x/, v pétindsob- B

ném snizené objemu vzorku plazmy /na 0,1 ml/ a reakénf sm&si
/na 0,5 ml/ a v pouziti mikrokyvet k mé&¥eni. Vjsledek mereni
se ndsobf &fslem Feddnf. -

Aktivita glutamétdehydrogenézy v plazmé kapra se pohybu—
jev ‘rozsahu 0, 35 - 0,75 pkat. 1"
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5.12 Methemoglobin /MetHb/ ;

Pro stanoveni relativnfho obsahu methemoglobinu v krvi
ryb je pouffvdna metoda, kterd vyuZfvd absorp&nfho maxima
methemoglobinu p¥i vlnové délce 633 nm. P¥{davkem kyanidu
se methemogiobin pf¥emé&ni v kyanmethemoglobin, ktery v této
oblasti nemd charakteristickou absor%ci, tak¥e pokles absor-
bance pfi 633 nm je um&rny ‘koncentraci methemoglobinu.

_ P¥i stanovenf obsahu methemoglobinu se postupuje ndsle-

1dovné: k' 2,5 ml destilované vody v centrifugadni Zkumavce se

pfid4 5 kapek rybf krve, promfchd a nechd se hemolyzovat mi-
nim41né& 15 minut. Po provedené hemolize miZe zlistat vzorek
i n&kolik hodin, proto je mo¥no provést odbdr krve a hemoly-
zu rovnéZ v terénu a ostatni stanoveni ndsledné v laboratofi.
K hemolyzétu se pridé 1,5 ml roztoku saponinu, promiché a
odstredi /10 min., 3 000 G/.. Absorbance supernatantu E se
mé¥f v 1 cm kyvet& proti vod& p¥i 633 nm. P¥id4 se 1 kapka
KCN /kapétkem/ ‘a po 1 min. se zméri absorbance Al. Ddle se
pfid4 1 kapka ferrikyanidu draselného a po. 1 min. se zm&¥{
absorbance A,. Kyveta se vyplSchne a napln{ pﬁvodnimxfozto-
kem hemolyzétu se saponinem. Do tohcto roztoku se pridé 1 kap-:
ka roztoku ferrikyanidu draselného /hemolyzdt + ferrikyanid
draselny = methemoglobin/ a po 1 min. se zmérf absorbange A3,W

"Relativni obsah methemoglobinu v % se vypodte podle
vztahu: ) £ - Al' . = B

% MetHb = ———— -, 100
Pracovni roztoky:
B e Fosfétovy pufr M/15 /9,0 g Na HPO4 J12'm 20+ 5 7 g
KH,PO, rozpustit a doplnit do 1 OOO ml/, pH 6 6
. /upravit H,PO, nebo NaOH/
2. 1% saponin ve fosfétovém pufru - pripravuje se
‘ vzdy erstvy.

3; 1 g vodny roztok kyanidu draselného. Pozor,;prudky jed'

4. 5 % vodny roztok ferrlkyanidu draselného.

' Metoda byla modifikovéna podle metody HoleZek V. a kol.:

Prakt. Lék. 42' 1962, S. 847.
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h P stanoven{ methemoglobinu v krvi ryb se stanovuje

i rovn&Z koncentrace hemoglobinu a relativnf obsah methemoglo-
ﬂ * binu se pfeboéitéV& na %Obsahunmﬁhemoglobinu z celkového

f ] hemoglobinu. Obsah methemoglobinu v krvi fyb z4vist znééné

| na koncentraci dusitanﬁ ve vodé. PFri vy§§£ch koncentracith
dusitant ve vodé miZe obsah methemoglobinu predstavovat az
80 %z celkového obsahu hemoglobinu.

7

6. Zkréceny hematologicky kondi¢n{ test /ZHKT/ ryb a jeho
provedeni .

‘Podstatou ZHKT jsou exaktné stanovené ﬁdaje o vybranych
'zékladnich hematologickych ukazatelich, tj. mnoZstv{ hemoglo-~
binu /Hb/, hematokritovd a leukokritovd hodnota krve /Hk,
pPVvC, Lk/,»étfedni barevnd koncentrace /MCHC/ a celkové
mno¥stv{ plazmatickych proteind /TP/. Tyto ukazatele vzdjem-
_ n& kiadné korelujf a jejich vyhodnocenfm lze ziskat objektiv-
V } n{ obraa ‘0 hlavnfch metabolickych faktorech a tim i funk&nich
i j vlastnostech vyéetrované ryby. Vlastnf pracovnf{ postup pri
| W ; stanoven{ shora uvedenych hematologickgch ukazateld je popsén
! k ... v pEfsludnych pfedchdzejfcich kapitoldch. Sprévnd interpreta-

‘ce vysledkl ZHKT je do zna¥né miry z4&visl4 i na komplexu
organiza&nich, souhrnné metodickych a'vi§e uvedenych standar-
dizaénich podminek, které je tfeba pfi tomto typu hematolo—

- gickych éetréni ryb plné respektovat., P¥i ndb&ru krve a sta-

; - bilizaci krevnfho vzorku, jakof i po odst¥ed¥nf.mikrohema-

f ‘ tokritovych kapilér,je‘nutno si také pe¥livé vifmat pffpadnych
1 vizudlnfch abnormit v zabarvenf krevnfho vzorku /anemie/,

jeho viskozité_/hydremié/, ndpadn& zrychlené hemostdze, jako¥
i zm&n é.odétinﬁ krevni{ plazmy po odstfed&nif, zvldsté& p¥{ipadné
hemolyzy a jejfho stupné /+ aZ +++/. Sou¥asné s t{mto hemato-
logickim vySetfenfm se provddf také potfebnd.biometrickd. sta-
noveni u ryb a poté i obvykl4 veterindrn{; prohlfdka véetné
pitvy a parazitologického §etfeni

ooy




i

)

i

7. P¥flohy

- 35 -

“7.1 Mezindrodnf soustava jednotek SI v ichtyohematologii
na pZfkladu normflnfch hodnot v krvi a v krevnf plazmd

" /pl./ kapra

,hematologiqkiﬂukaZatel

vériaéni rozpétf

SI jednotky

Aminotransferdza /AST/-pl. 0,25 - 3,50
‘Aminotransferdza /ALT/-pl. " 0,05 - 0,32
Amoniak - pl. : 200 -~ 800
Bflkoviny celkové /TP/-pl. 20 = 40
Erytrocyty /Er, RBC/ 1,1 = 1,8
Glukdza - pl. 2 -5

-Glutamétdehydrogenéza /GDH/-pl. 0,35 - 9,75
Hematokritovd hodnota /Hk,PCV/ 0,28 - 0,40

Hemoglobin /Hb/

Hemoglobin erytrocytu /MCH/
Cholesterol -~ pl.

60 - 100
50 - 60
1,5 =12

Kyselina mlé&néd /laktdt/ - pl. 0,7 = 2,2
Laktdtdehydrogendza /LDH/- pl. 2,25 - 4,50,

Leukocyty /Leuko/
Leukogram:

~ lymfocyty

e monocyty

- neutrofilnf granulocyty
~- eozinofilnf granulocyty
- bazofiln{ granulocyty

ic - 8o
76 - 97,5
3. - 5
2 -10
o - 1
o - 0,5

Leukokritovd hodnota /Lk, BC/ 0,002~ 0,01

Lipidy celkové /T1/ - pl. 2 - 8
Mo&ovina - pl. i - 3
Stfedn{ objem erytrocytu /MCV/ 200 ' - 300
Stfednf barevnd koncentrace %
/MCHC/ 0,20 - .0,26
Triacylglyceroly - pl.

1, -4

mmol.l

pkat.17!
).1kat‘.1-1
pmol, 17t
g.17}
7.1}
mmol.17%
pkat.l—l.
1372
g.17t

Pg

mmol.1” !
il

pkat.l_l

.17t

o0 P P e

o R

mmol.1” L
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7 2 Prepoétové faktory starého a nového vyjédfeni
ichtyohematologickych hodnot :
mmmmmw,m%ﬁmwmm@
Aminotransferdza, /AST/. " g 0,0167 pkat.l‘L‘
Aminotransferéza 'AtT/.” g™ 7 -o,0167 - pkat.l—l,
Amoniak T' e R mg$ 587 Eh ~mol.171
B{lkoviny celkové /TP/ 7Y 10 - gk
;Erytrocyty /Ex, RBC/ milly me - £, % il
:1GIukoza . mgs 0,0556 Ammol 3L
:Glutamétdehydrogenéza /GDH/ U.l =3 0,0167 pkat 1 =1
Hematokritov4 hodnota . : #
/vk, PCV/ 7 % . o,01 W, §
' Hemoglobin T 97 ’ 10 . . mld
Hemoglobin erytrocytu /MCH/ pg = P9 :
Cholesterol mgs  0,0258 - mmol.l”!
~Hyselina mid¥nd’ /Laktst/ mg% ; 0,111  mmol.1”}
Laktdtdehydrogendza /LDH/ U.1~ . 0,0167 pkat.l_1 
 Leukocyty /Leuko/ k tis.-v:mm3 0,001 G.171
. Leukogram: y
- lymfocyty % - $
B monocyty _ $ - $
- neutrofilnf éranuioéYty 3 - ]
- eozinofilni'granulocyéy % - %
| - bazofiln{ granulocyty % - $
‘ Leukokritové hodnota _i
| - Jik, BC/. o 0,01 1.1
| Lipidy celkové./TL/_ "‘mg%J 0,01 N
Mo¥ovina mng% 0,167 mmol.17}
AR stfednf objem erytrocytu » '
i - /Mcv/ pm’ 1 £1
L; ‘] Stfedn{ barevnd koncentra- . ‘-1
y ce /MCHC/ % 0,01 N 1.1 "
: Triacylglyceroly mg% 0,0113 mmol.l,
I
Il
|
|
ted L
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