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1. Ovod 

Ichtyohernatologie se úspěšně . rozvíj~ ve dvou vzájemně 
souvisejících a doplňujících . se směrech, · tj. morfologii a 
fyzicblogii krve ryb. Morfologické 'studie jsou · prostředkem 
k poznání no'rmální a patologické ·funkce krve ryb. Při ichtyo-

-·_?ematologickém sledování není možné analyzovat pouze peri­

ferní krev, ale podobně jako u vyšších obratlovcd i orgány 
krvetvorby a likvid~ce krevníchelementd /ledvina, slezina, 
endotel cé·v, subepi teliální tělíska ve střevě, ' thymus, žáb­
ry, srdce/. Rovněž je ddležité sledovat siožité systémy 
neurohumorální regulace. · 

V pfodkládané metodice byla pozornc.st zaměřena na mor­
fologické a fyziologické vyšetření periferní krve ryb. ' Vedle 
nejddležitější diagnostické funkce .tohoto vyšetření je ana-

- . - . . 

lýza ~eriferní krve ryb v současpé době využívána při sle-
dování vlivu toxických látek na ryby, při posuzování kondi­
ce ryb,-nespecifické odolnosti jednotlivých plemen a linií . . 
ryb, generačních ryb, k posuzování vhodnosti krmiv a krmných 
směsí, vlivu stresových situací apod. Ke stanovení h6dnot 
jednotlivých hemaqologických ukazateld jsou v předkládµné 
metodice uvedeny pouze vyzkoušené a ověřené postupy, . které 
je možno použít ve veterinární a rybářské . praxi k vyšetření 
perif~rní krve ryb. Hodnoty jednotlivých hematologických 
ukazateld jsou' silně ovlivněny endogenními a exogenními 
faktory, a ·proto není sriadn~ stanovit jejich fyziologické. 
rozmezí. Hematologické a biochemické hodnoty uvedené v jedno ... 
tlivých· kapitol4ch je proto riutno považovat pouze za orien_- · 
tační. 

Autoři metodiky vzaii v úvahu pře.dchoz! metotllcké po­
kyny k hematologickému vyšetřování ryb publikované Luckým 
/1976/ a Kočišem a kol./1985/. Předkládaná metodika zpraco­
vává tuto problematiku především z hlediska ruti~n:íchmož..­
ností veterinární a rybářské praxe a doporučuje· pouze zcela 

ověřené a sjednocerié vyšetřovací postupy. 
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2. Odběr krve 

· Odběr krve u ryb pro ichtyohematologická šetření se 

provádí zá~~dně bezprostředně po vylov~rií ryb z prostředí, 
.ve kterém · j~ou ,chovány• Základním kriteriem pro volbu odbě­
rové metody jsou velikostní poměry ryb, nároky na množství 

~rve a v ne~osledn~. řadě .Ldalší osud . ~yb, odlovovaných pro 
rdzni vyšetfení~ . 

''· .. 
· 2.1 · odběr krve u plMkuryb . 

' U~většiny plildku je v d~sledku . velikostních poiněrd a 

jemného uspořádání vyvíjej Ídho se cévního . řečiště krve 
·. -~bjektivně tak málo /1 až 2 % hmotnosÚ/, · že i minimální 

. • • . ' 1 

' z:eprezentativní krevní volumen k vyšetření lze hledat jen 

. v ce~trálním úseku cirkulačního ústrojí, tj; v srdci.. Pro 

·stanovení základních uk~zatel.d postačí 4 kapky ne~rÚlivé 
. krve, pro vyšetření v rozsahu ~krácenéhohematoioglckého 
·· koridičního '. testu /ZHKT/ pak téměř polovina tohobo objému. 

Taková .krevní kvanta .lze spol~hlivě získávat _od plddk~ 
s hmotnostním minimem od a .gramd. získání tohoto množství · 

krve umožňuje metoda krevního náběru vnější punkcí srdce 

/kardiopunkc:e/ po!ll~d cca . .200 mm dlouhé skleněné kapiláry;· 

jejíž vnitřní povrch je před použitúii potažen jemným .filmem 

heparinÚ. Při této heparinizacl je nutné dbÚ na to, aby · 
heparin . vytvořil pouze jemný film na vnitřních stěnách' od-

-běrové ~apiláry a aby zbylý_ r~ztok b;l spolehlivě vyfouknut 

. a popřípadě i ,odsát filtr~čním papírem nebo papírovou vatou. 

Vlatní náběr krve se pak, provádí tak, že se ryba po. vylove­

ní z vody rychle fixuje čtver~em papÍrové V'aty o rozměrech 
, cca 10. x 10 cm za její hřbetní _část. Ventrální Úst truJ:>J 

musí být volně. přístupná. V. této_ J:>Oloze se pak prsty jedné 
ruky ,fixuje po .celou . dobu . odběrového zákroku. Poté se dru-

. ' ' • . ' - f 

hou r':1kou, otře krajina srdečn_i ~m?tkem papírové v~ty do 

su.cha a uchopí se heparinizovaná odběrová kapi1ára, z níž 

se bezpr~středně . před zákrokem odlonií konec i~špičatělého 
hrotu. Ryba fixovaná '. v : po1oz~ .. hlř'~ou .dold .se pozvedne ' <l~ 

·úrovně . . očí a druhol!. rukou se nasadí hrot odběrové kapiláry 
. o 

pod _úhlem asi _60 k podélné ose těla cca 1 - 2 mm kraniálně 



:... s. "." 

od středového místa, jež je pri'isečíkem ' podélné roviny těla . 

a spojnicí kraniálních okraji'i. báze .obou prsních .ploutví. 

U kapří{lo. ;plůdku j~ v tomto bodu patrné tzv • . "stigma" v po­

době mělké a.zpravidla pi9n1entované prohlubně kdže o prmně7 
rudo l mm. je to v podstatě pozdstatek po :otvoru, jímž 

v období žloutkové výživy vstupovala do těla žloutková ží­

la, pti.vádějícl do základu srdce k~ev Óbohacenou živinami, 

rezorbovanými ze žloutkOvého váčku, Poté se e~ergickým 

vpichern.' zavede hrot heparinizované odb~rové .kapiláry přes . 

tělní . stěnu do osrdečníku a dále do srdce/obr. 1/. ·spo­

lehlivým dokl~dem nabodnu tiť některé ze srdečn.ích dutin · je, 

. že se ' v .ďkapiláře objt:!ví krev, jež pulzovými' pohyby časově . 
sO\lběŽně s ·tepem . srdečn.írn "napulzuje" pod mÚným: hyd:i:osta.,-

. tický~ Úakem do ši~o dolů d~žené kapiláry. Nedojde-li 

k ' sainávoríé náplni· krví · hned v ' počéiteční :ťázi pratnutí stěny~ 
této tělní · dutiny·, je tÓ zpravidla . tím, že hrot odběrové ka-

- . . - -- . . - . . . . . 
piláry ·byl zaveden příliš hluboko do osrdečníkové dutiny .a 

· •. ' . -·· . -· •. . . • . ' . • • .- 1: . , .. 

popřípadě• až do její protějš.í stěny. v . takovém případě'je 

~ut~O hr6t Odběrové .kapiláry l~hc~pov~táhriout zpět~· ~ří:.. 
padným mírn.ÝJ!l pootočením •. z.aj isu t vOlrtÝ · průchod krve do ka­
piláry, a ·din i její samovolnou náplň nesrážlivou žllno\l 

krví. :pro dosažení některé ze srdečních dutin stačí obvYkie· 

závésti hrot odběrové · kapiláry · 3 až:...A-~ hluboko pod .ki'iži 

· v místě vpichu~ Pc . skončení odběru séhrot odběrové kapi~á­
rY výjme z ráriy, • ~yba s Íixačn.írn obalem se o.dloží a kapilá­

ď ra s krVÍ se převede ' do vodorovné pol;Óhy : a poté ·několikerým 
pfevrá~.eníni se zajistí dokon~lé smísení krve s antikoagulan­

. tem. T.írn · se zajisti potřebná stabilizace :krevního vzorku. · 

·Další postup manipulace . s odebraným vz~rkem nesrážlivé 

krve ryby spočívá v .· tom, že ' ~é , ~ejprve . nechá z . kapiláry od- . 

kápnout .3 až 4 kap,ky krve na připravené čisté a suché pod­

ložní ' sklíčko, z něhož se odsají 'příslušná množství krve ·pro 

.vlastní vyšetření„ Případná zbývaj.ící . část krve se ponechá -

.v odběrové kapiláře; jejíž oba protilehle konce jsou přiměře-­
ně zkráceny Ódlomením . ~ pečetním voskem zataveny. Před dal­

Šim zpracÓváníin se . uchovává v kolmé poloze a · při teplotě • · 
do 4 °c~ · ~· 
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Obr. l: Odběr .krve u plildku ·ryb ·metodou kievn!ho náběru 
vnější punkcí srdce /kardiopunkce/ pomoc! cca 

· · • 200 riiin dlouhé skleněné kapiláry. 
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U plO.dku ryb s větší hmotností např. kolem 20 g lze 

případně odběrovou sklen~nou kapiláru nahradit? čistou a su­
chou heparinizovanou injekční jehlou o :prO.svitu do o,5 mm 
/velmi vhodné .jsou pro .tyto ličely jednorázové injekční 

jehly, žlutý případně . zelený kónus/, kterou zavedeme do 
srdeční dutiny obdoÍ:mě , jako skle.něnou kapiláru. JakrnÚe se 

v listí .jehly objeví krev _j~hfo pbstíme, čímž zaujme vlivem 
převážení konusu šikmou polohu a v té pak necháme samovolně 
odkapat potřebné množství krve bua na čisté suché podložní 
.sklíčko nebo do některé ze zkumavek typ Eppendorf s víčkem, . 

které jsou pro další manipulaci s krví ryb mimořádně výhodné. 
Ka~diopunkční techniku odběru . lze použít · také u ryb vyš­

ších věkových kategorií v případech, kdy si mO.žeme dovolit 
usmrcení vyšetřované ryby. Taková situace'° se naskýtá např. 
při komplexním . zdravotním vyšetření · vzořkO. ryb a při součas­
né potřebě provést komplexnější hematologický .výzkum, který 
vyžaduje větší kvanta krve; v těchto případech se provádí 

· odběr krve pomocí heparinizo.vané injekční jé'dncirázové celo­
plastické stříkačky Chirana s nasazenou, rovněž heparinizo­
vanou, injekční jehlou /nejlépe opět jednorázo~ou, žlutý 
případně zelený komis/. Zavedení injekční jehly do srdce 
ryby je technicky obdobné jako při použití odběrových skle­
něných kapilár. Po zavedení jehly do srdce se vytvoří ve stří­
kačce mírný podtlak, který se udržuje po celou dobu náběru. 

2. 2 Odběr krve. u ryb s kusovou hmotností riad 2<?() g včetně 
. ryb generačních 
Nejvhodnější u těchto ryb je metoda odběru krve punkcí 

ocasních cév /obr; . 2/. · S ohledem na příznivé anatomicko-to­
pografické poměry, jež jsou u všech druhO. našich ryb V.elmi -
obdobné, je postup náběru · krve touto metodou následující: 
na ventrální straně oca~nÍho násadce, kaudálně od báze řitní 
ploutve se nejp:i:-ve strhne: nepárová kožní šupina •. Po o'sušení 
místa se zavede ve střední rovině, · as~ 1 cm kaudálně od řit­
ní .p16utve, J.craniodorzálním · směrem pod lihlem 45° dostatečn_ě 
dlouhá injekční jehla, pevně nasazená na konusu heparinizo­
vané jednorázové injekční _stříkačky. Jehla se zavádí pomalu 
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Obr • . 2: Odběr krve u ryb s kusovou hmotností nad 200 g 

metodou punkce. ocasních cév •. 

a · m:írným . tiakem, jímž se překonává jen ' odpor okolní svalovi­

-ny: ·Takto ·pfi. šetrriém ·postupu dojde nejprve k nabodnutí · 

ocasní Hly, což se pozná podle 11niku krve z konusu jehly 

. do ~tfíkačky. 'Při rychlejším postupu hrot je_hly projede 
zpravidla ' žílou, ;ale '·i ·.' tepnou a narazí na tvrdou překážku .. 

· Óbratlového těla/ v : takovém případě se jehla . mírně povy'."" 

táÍ:úie a ' odebírá · se ·krev z · tepny nebo žíly, což není snadné 

· vž~y rozlišit. Při zavádění jehly kolmo na podélnou osu tě­

la j~ . vzhledem .k šikniému .postavení cévních výběžkil větší " 

' i;iravděpÓdobnost, že se narazí právě na některý z nich a pak 

je nutno vpic~ opakoyat, . což přivýše popsaném postupu 
„_„.· 



- 9 -

' prakticky odpadá• Popsáná metoda je plně doporučitelná zej-

ména při sér.i.ových k~e:_,~:ích 11ábě-:ech, · nebof odběr 2 ml krve ' 

od kaprovitých 
0

ryb s, kusovou · hmotností nad .. 1 . 000 g je pro 

šetřené exempláře . napr~st~ bez ·: :~izika zt~át (, -'. ;°' 

2.3 Stabilizace krve 

Ke stabilizaci.krve ryb se výhradně používá vodný roz­

tok sodné soli h~parinu~ Heparin SPOFA inj. je velmi účinné 
přirozené protisrážeCí činidlo distribuované pro laboratorní 

účely v 5 ampulkách po 1 ml. 1 ~l tohoto· vodné~o roztoku ob-: . 

sahuje 5 ooo m.j. sodné soli hepai:inu. Pro stabil.izaci 1 ml 

krve ryb stačí 0,01 'mi/zhrubá1 _kapka/ · vodného roztoku he­

parinu, který se ve zkumavce nebo , baničce nechá zaschnout a . 

poté se provede náběr .krevn.foo yzorku. Mírn~ předávkování 
heparinu nevyV..>lává •změny na: krevních buň,kách , ryb. 

3.· Stanovení . ukazateld červeného· krevního obrazu 

3.1 Počet erytro~ytd /Er, RP.cf 
·.stanovení počtu . ei::ytrocytd u ryb se provádí v heparini-

zované krvi ředěné Hayemovým roztokem v.· poměru 1 200. 

Hayemdv roztok má následující složení: ··· 

chlorid rtufoatý HgC1 2 - s~blimát • 2, 5 g 

síran sodný Na 2so4 · 25 g 

chlorid sodný NaCl 5 g 

destilovaná voda ad · 1 000 ml. 

Tím, že roztok obsahuje sublimát jako prostředek 'fixující · 

krvinky, je jedovatý. K ředění krve. se používá tzv. baničko­
vé metody podle Biirkera. !ledění se provádí ve spedálníC:h . 

skleněných .baničkách nebo v penicilinových lahvičkách o obje­

_mu cca 15 až 25 ml, do kterých se . nejprve dá speciální pipe-. - - . ·- \ 

tou přesně 4 975 pl ~řed použitím· pfofiltrovaného Hayemov? 

roztoku . a potom vyplachovací . mikropipetou . 25 pl heparinÍzované 

krve •. Mikropipeta se opěto~ným nasári:í~ 'ro~toku něko_likrát 'pr~­
pláchne, banička se uzavře _gumovou zátkoÚ a její„ ~bsah se pr:o­

m:íchává . krouživým pohybem 2 až 3 . minuty .• Kapátkem .nebo Pasteuro­

vou pipetou se naplní počítací Bi.itker~v~ - kom~rka ~~ředěnou krví. 

.Erytrocyty se počítají ve 20 . obdélnících stejnom~rně roz~ístěnýcl) . 

po celé mřížce počítací komdrky jobr. 3/. Zpravidla se po~ítá při . 



1 I 
'I 

/, 

- 10·-

Obr. 3: Nárys mřížky Biirkerovy počítacií komůrky. Počet 
erytrocytů se stanowje .ve 2o tmavě ';vyznačených -· 
obdélnících stejnoměrně rozmístěných J:>O celé mřížce. 

- ' (S' ' ' , I : f - ' 
, 

& • 
8 • 9· 

• 
~ 

Obr. 4: Způ~ob počítání erytrocytů. 
• érytrocyty, které se počítají 
m ery'trocyty, které se nepočítají 

· · ·leukocyty 
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200násobném zvětšení. Při _vlastním stanoven.! se postupuje 
tak, že s_e po_č.!taj.! všechriy e.rytroéyt:y; ' které ' jsou uvnitř . 

obdélník1i, aniž se dotýkají některé z j,ejiCh · strari. z ery:-. 
trocyt\'\, které se dotykaj.! stran, se poč.!tájí jen ty, které 
se dotýkaj.! pravé a horní strany bua uvnitř ne.bo vně /obr. 4/. 
Celkové napočítané množství erytrocyt\Í se násobí číslem 
10 000 a výsledný počet je množství erytrocytů v T.1-l 

12 . . . . 
/T-tera_= 10 /. Stanovení počtu erytrócytů klasickou počí-
tací metodou je možno provádět ještě i . po .24hodinovém ulože­
n.! heparinizované krve při teplotě do 4 °c. 

V současné době se u ryb zač.!nají zavádět kolorimetric­
ké metody na stanovení počtu erytrocyt\Í. Kolorimetrická me­
toda stanovení počtu erytrocyt'ů podle Pawinského je ve srovná­
ní s klasickou počítac.! metodou jednodušší, rychlejší, méně 
pracná, ·není zatížena subjektivn.! chybou, má větš.! reproduko­
vatelnost a je vhodná pr"o sériové stanoven.! •. Omezené po~žití 
má tato k_olorimetrická metoda v ichtyotoxikologii, zejména 
při sledován.! účinku látek vyvolávajících· zvětšení středního 
objemu erytrocyt1i. V těchto př.!padech zvětšený ' středn.! objem 
erytrocytů způsobuje při měření vyšší extinkci a při běžně 
použitém přepočtu dochází ke stanovení vyššího počtu erytro­
cytů, a tím k zastření patologkkého účinku cizorodé látky 
na červený krevní obraz ryb. z : těchto . důvodů je nutno v ichtyo­
toxikologii používat ke stanovení počtu erytrocyt1i nadále .. 
klasickou počítací metodu •. 

Při kolorimetrické metodě stanovení počtu erytrocyt\Í 
u ryb je používán Pawinského roztok o následujícím složení: 

bezvodý síran sodný Na2so4 26,7 g nebo 
dekahydrát síranu sodného Na2so 4 ~ 10 H2o 67, 9 g 

kyselina sulfosalicylová 2,0 g 
destilovaná voda . ad l 000 ml. 
Odběr krve se ·provádí ·pomocí heparinizované jehly_ na hodino­

vé sklíčko a odtud se ihned odebere vyplachovac~ mikropi­
petou 20µ1 krve do 10 ml Pawinského roztoku, důkladně se 

promíchá, bez třepání. Extinkce. vzorku se měří v i · cm ky-. 
vetě na fotokolorimetru .protí destilované . vodě .s použitím 
filtru o vlnové délce 600 nrn. Počet erytrocytů se odečte 
z kalibrační křivky sestrojené z paralelních měření počtu 
erytrocytů, a to kolorimetrickou metodou podle Pawinského 
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a klasickou_metodou v počítací Biirkerově komO.rce v krvi ně­
kolika des,ítek kusO. ryb /dostačuje 30 ... 40 kusO./ pokud _mož­
no v. celém . variačním rozpětí hodnot počtu erytrocytO.. Pří­
klad kalibrační křivky je uveden na obr.~ 5. Při použi~í ko­
lorimetrické metody . stanovení počt~ erytrocytO. je nutno ře-
dění vzorku krve ,pawirn'ikého rozt~kem prováděť ihned po odbě­
r~ krve ~a místě terénního vyšetře~!. Vlastní 'stanovení 
extinkce je nutno provést v období 20 minut až 4 hodiny po 
odběru krve. 

Er 
(TS1

> 
' 2,0 

1,5 

1,0 

0,5 

0,100 . 0,200 0,300 E 

obr. >5: vztahmez1-extink­
cí /E/ získanou 
při použití kolo~ 
rimetrickémetody 

. , podle Pawinského 
a počtem erytro­
cytO. /Er / zjiště,;.; 
nýchv počítací 
Biirkeróvě komO.rce. 

Počet érytrocytd u ·zdravého kapra se pohybuje v rozmezí 
- -1 

1,1 - 1,8 T.l , u pstruha duhového v rozmezí 0,80 - 1,50 
T.1-1 krve ~ 

3.2 Množství hemoglobLnu /Hb/ 
Ke stanovení -množství hemoglobinu v krvi . ryb je používá- ' 

,nafotometrická- kyanohemiglobinová metoda. Princip metody 
spočívá v tom, ž~ pomoc.! transformačního -roztoku se hemoglo­
bin uvolní z _erytrocytO. a převede se na stálý kyan9hei:niglobin, 
který. se stanoví-.~tometricky. , Jako transformačního roztoku 

·- ' lZe -použít. roztok podle van Kampena a Zijlstra: 

· fe~rikyanid ďraseiný ,. K3 (Fe/CN/ J 
kyanid draselný KCN · 

0,20 g 
. 0,05 g 

' ~ihydrofosforečnan draselný KH2Po 4 . , o,14 g 

destilovaná voda ad 1 000 ml 
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popřípadě ' roztok podle Drabkina: . 

ferrikyanid draselný K3 [Fe ·/CN/ J· 
kyanid draseiný ' KCN 

0,20 g 
• 0,05--g_ 

,. l,O ·g hydrouhličitan sOdný NaHco3 
destilovaná voda : 'ád l ·' 000 ml. 

Přítomností ' ky~nidu draselného jsou "obá transformační"roztoky 
jedovaté. ' Uchovávají . se v tmavé reagenčn.Í lahvi v chladničce, 
obměňují se po 3 :- 4 týdnech. Zmrznutím se . trártsformační roz­

toky zne?odnotí • 
. Při 'vlastní analýze krve na stanovení množství hemoglobi­

nu se ·do ', zkumavky odměří 7 ml /popřípadě_ 5 ml/ jednoho z -trans-
:·· (-· - -~ -. i~ . -_- ···. ~-

formač!l'íc:!t"~· i:;én tok~ ;-_yyplachovací pipetou se přidá 25 p-1 /popř. 
• „ ,_,„1.-.- ' ·- " „ „ „ „ • 

20 pl/ · ce;ts .tvě .odebrané nebo heparinizované · krve a obsah zku-
mavky se ihned promíchá. Vyšetření heparinizované krve ryb na 
množs~ví l:ielnoglobinu musí být pr6v~d~no maximálně do 24 hodin 

. . .- . < „ ··o • . . 
po odběru_ př_.i uložení v te~lotě do 4 C• Při používání trans-· 
formačního · roztoku podle van Kampena a Zijlstrá je přeměna 
hemoglobirtu na kyanohemiglobin rychlá, odečítání na fotokoio-

• ' " , „ I . 

rimetru je možno provést již po 3 minutách •. Roztok pOdle Drabki-
na měníhemoglobiq pomaleji, reakci je možri'O odečítat až po - . ,,„_ '.--/~:-•· :·_· . . '. . . „ ••• • ď . „ 

15 -: 20 m~riútáéh. zbarvení kyanohemiglobinti je nejméně 24 ho-
din · stálé. vias_t.hí měření extlnkce vzOrku se provádí v i -cm 
kyvetě . při vlnové délce .S40 - · s'46 1 nm proti transformačnímu 

' ', _._, .„ „ ... , . . . ' .•.• :„ ' : . ·· ·. . . ' 

roztOků • . ~ožstvLhemoglobinu se určíz „ kalibrační _ křivky. 

'· Kalibračn{ křivka ' se připraví běžným zp\isobem za použití 
kyanohe~ihobin6vého · standardu a transformačního rozt~ku •. 
Kyanohemigl?binový standard /Sevatest Standard Hb/ lze získat 
v národ~ím podniku !MUNA, Sarišské Michalany, okres Prešov. 
Standard Hb je nutno skladovat pří teplotě +2 až 10 °c a chrá-. 
nit před zmrznutím; Koncentrace kyanohemiglobinu je vyznačena 

· na štítku~Ke stanovení irtnožst.ví ' hemoglobihu v ){_rvi jako 
kyanohem:í.916binŮ připra':'ila Lachema Brno_ soupravu pod názvem· 
Hemogiohin fHb/; tato souj:irava . se však zatím pro stanovení 
množsťví he~~globinu v .krvi ryb ne9svědčila. 

„-1 Obsah hemoglobinu v krvi ryb se udává v g.l a u zdravých 
kapr\i a pstruh\i duhových se pohybuje přibližně v rozmezí 

• „ •• „ „ -1 
60 '- 100 g.l • 
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3.3 Hematokrditová·hodnota /Hk, PCV/ 
Hematoki:'.itová hodnota vyjadřuje objem erytrocytil ·k cel­

kovému objemu krve. Aby ~e tento objem mohl stanovit, je 

třeba v příslušném . vzorku krve oddělit erytrocyty od ~lazmy 
tak, aby jako celek zaujaly svilj skutečný objem. Toho lze 

dosáhnout jen dokonalým odstředěním krve, "provedeným ve spe­
ciálních zkumavkách, trublčkách neb'a k~pilárách. · V ichtyohe­
rriatologii se používá ke stanoven! hematokritové hodnoty vý­
lučně heparinizovaných kapilá~ek 7, 5 cm délky /osvědčene 

·jsou kapilárky polské výroby/. l:'.:erstvě odebraná ~estabilizo­
vaná nebo heparinizovaná krev /maximálně do 4 hodin po odbě- '.-

o ' 
ru při uložení v teplotě do 4 C/ se nasaje do kapilárek · 
zhruba do 2/3 'výšky a ' čistý konec se zataví' 'nad kahanem. 
Utěsnění kapilárek je možno provést rovněž pomoc'! speciální 
modelovací hmoty, kterou vyrábí firma Janetzki v NDR. Kapilá­
ry se vloží do hematokritové odstředivky /typ _316, počet 

otáček 14 000 za minutu/ a odstředí se 3 minuty. Po odstředě­
n! ·se na hematokritovém měřiči, který je součástí vybavení 
hematokritové odstředivky, přímo odečítají procenta hemato­
kritu~ Zjištěná hodnota v % se vynásobí koeficientem 0,01 

' -1 ' ' .· 
a výsledná hodnota je PCV v 1.1 • Délku. celého sloupce krve 
a délku •.sloupce erytrocytil s ná_s1edným 'výpočtem ihemaťo~rito­

vé hodnoty lze rovněž stanovit pomocí posuvného měřítka 
s noniem /např. zn. SOMET /. · 

Stanoven! hematokritove hodnoty se pro svoji jednodu~ 
chost -a přesnost stalo jedním ze základních . vyšetřen! če~ve­
né krevní složk.y u ryb. Fyziologické hematokritové hodnoty 
se pohybují u kapril zhruba v rozmezí 0,28 - 0,40 1.1-1 , 
u pstruhil duhových v rozmezí o,30 - o,45 1.1-_1 • 

3.4 Základní hodnoty erytrocytu a jejich výpočet 

Střední ~bjem erytrocytu /MCV/ 
Hodnotu sÚedn!hp objemu erytrocytu možno vypočítat 

; . . , 

z hematokritové hodnoty /PCV/ udané v ·1.1"'"1 a počtu erytro.:. 
-1 . . cy~il /Er / v T .1 ·. podle následuj !c!ho vzorce: · 

PCV • 1 000 
MCV • 
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Hodnota středního objemu erytrocytu„ udávaná ve fentolitrech 

/f.l/ se :pohybuje u zdravých kaprll .v rozmezí 200- - 300 fl, 

u zdravých 'pstruhll duhových v rozmezí 350 - 400 fl • . 

Hemoglogin erytrocytu /MCH/ 

Hod~ota hemoglobinu erytrocytu . vyjadřuje průměrnou kon- . 
centraci hemoglobinu v jednotlivých erytrocytech a udává · · 

. . -12 . 
se v pikogramech - pg /10 g/. Vypočítá se z hodnoty hemo-
globinu v g~l-l a z počtuerytrocytll /Er/ v T.1-l podle 

následujícího vzorce: 

Hb 
MCH • 

Er 

Hodnota .hemoglobinu erytrocytu se pohybuje u zdravých kaprll 

v rozmezí 50 ~ 60 pg, u zdravýcn pstruhů duhových v rozmezí · 

65 - 75 pg. 

Střední barevná'. koncentrace /MCHCF 

Střední barevná koncentrace vyjadřuje koncentraci herno~ 

globinu v objemové jednotce erytrocytů. Vypoč.íťá se z hodnoty 
hemoglobinu /Hb/ v g.l-l a z hematokritové hodnoty /PCV/ uda­
né v 1.:1-l . podle následujícího vzorce: 

· Hb 
MCHC A 

PCV • 1 ooo · 

Hodnota střední bárevné koncentrace se pohybuje u zdravých 
kaprll v rozmezí o,20 - 0,26 1.1-1 , u zdravých pstruhů duhových 

v rozmezí 0,17 - o,2o 1.1-1• 

3.5 Rychlost sedimentace erytrocytů~ 

Rychlost, jakou samovolně · sedimentují erytrocyty v ne­

srážlivé křvi, je u zdravých organ'ismll poměrně velmi stálá. 
za rllzných chorobných stavů však bývá změněna, bua zrychlená 

nebo zpomalená. Rychlost sedimentace erytrocytll jP. možno měřit 
rllznými metodami. Velmi vhodná prÓ vyšetření k~ve ryb se uká­

zala metoda mikrosedimentace erytrocytll v šikmé poloze. Při 
vlastI\Ím vyšetření se h'!!parinizovaná krev :iaplní do heparin!-

. zovaných kapilárek, které se používají ke stanovení hematokri­

tové hodnoty. Kapilárky- naplněné krví /několik mm pod horní 
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okraj/ se·.postaví do speciálního kovového·· stojanu se · dvěma · 

deskami skloněnými pod úhlem '4s ·0 /obr. 6/. Utěsnění kapilá­
rek zajišfoje modelovací hmoťa natlačená do podélného žlábku 

stojánku. Hodnoty poklesu erytrocytd jsou odečítány po 20 a 

40 minutách ityto časové limity odpovídají stano~ení rychlos­
ti sedimentace erytrocytd·v kolmé polozepo 2 a 4 hodinách/. 

Hodnota sedimentační rychlosti erytrocytd je zjišťována po­
mocí hematokritového měřiče. Na tomto měřiči je odečítán 

sÚii.tpec erytrocytd, v % z celého sloupce krve a hodnota · 

vla~tní sedimentační rychlosti erytrocytd v daném časovém 
limitu je _pak rozdílem mezi 100 % a procen~em sloúpce krvi­
nek. Pro zjednodušení práce se doporučuje v časovém· limitu 

20 minut neprovádět měření ~ychlosÚ sedimentace, pouze ten­

kou tužkou na sklo označit na kapilárce hladinu poklesu 
eryt~ocytd. Změření rychlosti sedimentace erytrocytd na :he­

matokri tovém měřiči se provede za oba. doporučené časové li­
miťy po 40 minutách. ·stanovení sedimentační rychlosti erytro.: 
cytd je nutno ~ahájit do 6 hodin po odběru ' a uložení heparini­

zované krve při teplotě do 4 °c. 

· heparizÓvané 
kapilárky 

Obr. 6: Stojánek na kapilárky pro stanovení sedimentační 

rychlosti erytrocytd metodou mikrosedimentace 

v šikmé poloze /podle MUDr. B. Chalupy z Okresn~ 

transfúzní stanice Strakonice/ • 

. v posledním období došlo k prudkému rozvoji specifických 
diagnosUckých .metod. Přesto .je ritetcd~ sta:noven:ť sedimentační 

· rychlosti .erytrocytd . jako jedna z pomocných nespecifických 

·diagnostických metod nadále doporučována. Je významná nejen 
.z hledi~ka ,vlastn.Í di~gnostiky, ale především z hlediska sle­

dování stavu a normalizace onemocnění. Předností je její 
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nenáročnost a rychlost. Rychlost sedimentace e:r;ytrocytd 

u kaprd při použití výše doporučované metody je po 20 minu­
tách 10 - 14 % poklesu1 po 40 minutách 20 - 24 .% poklesu, 

u pstruhd duhových po 20 minutách .10 - 13 .%, po 40 minu-:­

tách 18 - 21· % poklesu. 

4. Stanoveni ukazateld bílého krevního obrazu 

4.1 · Počet leukocytd /Leuko/ 

Stanovení počtu leukocytd u ryb se prov~dí v heparini­
zované krvi .ředěné roztokem podle Procházky a Skrobáka v po­
měru l : 200. Roztok podle Procházky a Skrobáka má následu- · 
jící· složení: 
chlorid sodriý NaCl 

... 
3,88 g 

síran sodný Na2so4 2,50 g 
dodekahydrát monohydrofosforečňanu 
sodného Na2HP04 • 12 H20 2,91 g 
dihydrofosforečnan draselný KH 2Po4 0,25 g. 
formaldehyd 37 % 

brilantkresilová modř 
destilovaná voda 

7,5 ml 
0,10 g• 

ad l 090 ml. 
K vlastnímu stanovení nelze použít čerstvě připravený roztok, 
ale roztok cca 2 týdny odstátý, který je nutno před použitím 
přefiltrovat. 

K ředění krve se používá tzv. baničkové metody podle· 
Biii:i.:-ra. nedění se provádí ve speciálních skleněných banič­
kác:.1 .ebo V penicilinových lahvičkách ·O Objemu 15 - 25 ml, 
do kterých se nejprve dá speciální pipetou 4 975pl roztoku 
podle Procházky a Skrobáka a .potom vyplachovací mikropipetou . 
25 pl heparinizované k.rve. Mikropipeta se opětovným nasáním 
roztoku několikrát·. propláchne, banička se uzavře gumovou 

zátkou a její obsah .. se promíchává krouživým pohybem 2 - 3 mi­
nuty. Kapátkem nebo Pasteurovou pipetou.se naplní .počítací 
Biirkero'!'a komdrka naředěnou krví. Leukocyty se počítají ·ve,. 

lOOvelkých·čtvercích. Zpravidlase počítá . při 200násobném 
zvětšení.Při počítání se postupuje tak,. že se počítají všechny 
leukocyty, které jsou uvnitř. čtvercd, aniž se.dotýkají někte.­
ré z jejich stran. Z leukocyt~, které se dotýkají stran se 
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počítají jen ty, které se dotykají pravé a horní ' strany bua 
uvnitř nebo vně /obr. 41_: , Celkové napočítari'é .množství leuko,.. 
cytů ve 100 velkých čtyercích je počet leukocytů udávaný · 

-1 ' . 9 
v G. l. . /G„.giga :.: 10 /. Stanovení počtu 'leukocyťd' j~ .možno 
provádě't ještě i po 24 hodinovém uložení h~parinizované krve 
při teplotě do 4 °c. 

Počet leukocytů u ryb je důležitým diagnostickým ukaza­
telem zejména při infekčních onemocněních_~ variační rozpětí 
fyziologických hodnot je velmi široké~ u kapra se pohybuje 
v rozmezí lo ·- 80 G.1:... 1 a u pstruha duhového v rozmezí 
10 . - 60 G.l-1• 

4.2 Leukokritová hodnota /Lk, BC/ 
Leukokritová hodnota vyjadřuje objem leukocytů k celko­

vému objemu krve. Stanovení leukokritové hodnoty se provádí 
' . . 

v heparinizovaných mikrokapilárách současně se stanovením 
hema,tokritu. S úspěchem se osvědčily heparinizované mikroka­
pil.Írky dovezené ~ Polska. Mikrokapilárkyvyráběné u nás mají 
větší sílu skla a .větší vnitřní průměr a pro stanovení leu~o­
kritu jsou nevhodné. -Leukokritováhodnota je stanovována jako 
podíl šedobílé vrstvy leukocytů z· celého krevního sloupce. · 

·Výška vrstvy leukocytů se měří .pod mikroskopem s pou žitím oku-
lárového mikrometru při 6Óti násobném zvětšení. Podobně jako 
stanovení hematokritu, tak i stanovení leukokritu je, nutno 

' provést ' do 4 hodin po odběru a uložení ' heparinizované krve 

při tep16tě do 4 °c. 
Metodika stanovení leukokritové hodnoty byla zatím . roz­

pracována pouze u kaprů, u kterých byl zjištěn statisticky .vy­
soce významný vztah' mezi počtem leukocytů a leukokri tovou, ._ 
hodnotou /r · „ 0,91, r „ 0,93/. Fyziologické hodnoty leukokritu 

-l . ' 
u · kaprů se pohybují ,v -rozmezí 0,002 - 0,01 · 1.l • Metoda sta-
novení ' leukokritové hodnoty je .velmi jednoduchá, rychlá, není 
zatížena subjektivní .chybou . a je . vhodná pro sériová vyšetření. 
Při pbsuzování leukocytární složky krve pomocí leukokritové 

hodnoty je vhodné, aby tato hodnota .byla doplněna diferenciái- . 
ním rozpočtem leukocytů /leukogramem/. 
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-4. 3 .. Diferenciální rozpočet leuk?cytu /leukogram/ 

Leukocyty se rozdělují. na agranulocyty a, .. granulocyty~ · 

~Základním _' 'rozliš;vacím z_nakem je absence nebo př;ítomnost 
ruzně ~.e barvící~h granul · v cytoplazmě těchto buněk. Mezi 

~ - . . _, ' ~ 

agranulocyty patří lymfocyty a monocyty, jejichž cytoplazma 
neobsahuje žádnou granulaci, vyjma ojedinělých azurových ''zrn, 

jež se mohou vy!;;kytovat u . části . těchto leukodytu. Do skupiny 
granulocytd patří leukc:cyty, v jejichž, cytoplazmě se . vyskytu­

je _zpravidla_ značné množství jem~ých nebo hr~bších granul, 

která se vzájemně rozlišují barvitelností, ' tj. schopno.stí 

přijímat bua bazická, kyselá nebo obojí barviva. Podle bar­

vitelnosti těchto granulí se rozlišují granulocyty na bazó­

filní, eoz.inofilní a neutrofilní. Kromě cytoplazmy je dalším 

diferenciační~ znakem jádro těchto buněk. Základním rozlišo­

vacím znakem je tvar jádra, jeho velikost a vnitřní struktura. 

Velká a celistvá jádra jsou typická pro agranulocyty, jádra 

granulocytu. jsou všeobecně menší, mají zpravidla protáhÍý tvar 
a nejédnou jsou členěna na úseky, segmenty . spojené tenkým ·. 

proužkem jade~ného chromatinu. Z ,hlediska v~iťřní , struktury 
a hutnosti jádra jsou na ' prvém místě lymfocyty, které .obsahu­

jí hustou, jemnou sH jaderné hmoty( jádra jsou kompaktní a 

hutná, . čemuž odpovídá i s.Úný stupeň modrofi.alového bazického 

odstínu ; Naproti tomu jádra granulocytů se: zpravidla vyznaču­
jí slabším bazickým ·odstínem. 

Vztáhneme-li shora uvedené diferenciační . znaky cytoplaz­

matické, jád:i::ové, ·velikostní i strukturální na poměry v . krvi 

ryb,md~eme charakterizovat větši~u_ leukocytd ryb následuj í-

cími. parametry: 

Lymfocyty 

. Jádro je kulovité, hutné, sytě 'bazofilní, cytoplazma blankytně 
modrá; bez granulí .nebo s ojedinělými azurovými zrny obepíná 
b~a _zčásti nebo celé jáciró' jako souvislý lem. někdy tvořící· vý­

běžky nebo. nahloučení 'cytoplazmy na některé čá~ti obvodu · jádi:a; 

Lymfocyty dělíme na rnalé /cca 90 % všedh lymfocytd/ a velké 
s velkými zpravidla ·1ehce řidšími' jádry a velkým souvislým 

cytoplazmatickým 'lemem. Prekurzory lymfocytů jsou lymfoblasty 

/velké výrazné bazofilní jádro s jadérkem a bazofilrií cyto'."'.; 
" plazma/. Velikost lymfocytd se pohybuje mezi 7 až · 9 (u. Jádro. -„ 



- 20 -

je vždy poměrně velké, často obstoupené jenom úzkým lemem . 

cytoplazmy. Vyznačuje se zpravidla výraznou bazofilií ·a bo­
hatým ~bsahem chromatinu stočeného v karyoplazmě v hustou 

spleč vlá_ken a .uzlil zpilsobujíc.ích, že struktura jádra je 
zjevně hrÚdkovitá; pachychromatická. U části lymfocytil cy-
toplazmatický obal ~cela .~hybí, takové .lymfocyty označujeme 
jako nahojaderné /zpravidla část malých lymfocytO/~ Počet 
lymfocytil kolÚá u kapra mezi 76 až 97,5 % všech leukocytil. 
z celkového počtu lymfocytO bylo např. u plildku kapra zjiště­
no v priliněru . 86 % malých lyrofocytil a 6 % velkých lymfocytil • . 

Lymfocytární vývojová řada 
Kmenovými buňkami této řady jsou lymfoblasty. Jsou to poměr­

ně velké lymfocyty o prOměru 10 až _15 ~' okrouhlého . tvaru. 
Velké .je zejména jádro se zřetelnými _ hrudkami chromatinu 
a zřetelnými jadérky. Cytoplazma· je bazofilní a má vláknitou 

strukt~ru bez jakýchkoli zrn. Prolymfoc:yty máji již jadérk_a 
v optickémmikroskopu neviditelná„ Cytoplazma nabývá charakte- . 

ristického lymfocytového vzhledu .a často tvoří jenom úzký lem · 
okolo _ jádra. C~lá buňka se zmenšuje, . přičemž zhutnění karyo­
plazmy i cytoplazmy je shodné. 

·Monocyty 

Velikostí 15 až 18 ~ a vzácně i ~íce se řadí monocyty mezi ­
největšÍ buněčné elementy krve ryb. Jsou nejčastěji kulovitého 
až o_válného tvaru._ Jádro, jehož chromatinová struktura je 

·obvykle řidší než u lymfocytil, je utvářero ve formě sítě s vý­
raznými u_zly a bývá umístěno excentricky'. Cytoplazma je · bř_i­
dlicově šedé barvy, často vakuolizovaná s nepravidelnými okra­
ji. Její množství je zpravidla vyšší než u lymfocytO. Vyskytu-

. . 

jí ~e v ní často jemná azuroftlní zrna - nafialovělé barvy, kte­
rá_ jsou .rozptýlená po buňce. Procentické zastoupení mono~ytil 
např. v leukogramu kapra se pohybuje mezi 3 až 5 %. Přesto, 

že .tyto ~uňky jsou poměrně značně tvarově variabilní, jejich 
spo_lehliv°'á rozpoznání nečiní ani . začát~čníku žádné zvláštní 
potíže. Zmíněná tvarová variabilita monocytil bezpochyby sou­
visí s jejich. funkčními vlastnostmi, _tj. pohyblivostí a manro­

fagií, specializovanou na intracelulární trávení hrubších 
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částic cizorodé hmoty a odstraňování vysokomolekulárních ko­

loidních částic z krevního oběhu • . Monocyty jsou schopny po­
hlcovat přestárlé nebo aiterované erytrocyty a· rozkládat je-' 

jich uvolněný heMo.3lobin na bilirubin. Významný podíl ,mají 
také na syntéze lipidu, proteind a v neposlední řadě na · 

'tvorbě protilátek. Nověji se vyskytly i názory, že funkci ' 

monocytd přebÚají v· krvi ryb buňky retikulární. 

Monocytární vývojová řada 

Mateřskou buňkou této řady je monoblast,. dosahující velikosti 
14 až 18 ·c11 a mající jádro s vláknitou strukturou. Cytoplazma, 

jíž .je poměrně málo, je výrazně bazofi~ní. '.Xyzráváním mono­

blastu vzniká promocyt. Je větší aměřÍ již kolem 20(1.l. Jádro 
nabývá tvaru ledvinovitého a má jemně vláknitou strukturu 

chromatinu. V šedomodré cytoplazmě se objevují jemná azurofil­

ní zrna, jemnější než u lyrnfocytd. Jejich typická lokalizace 

je v místech, kde se na jádru nachází prohlubeň. Obrysy cyto­

plazmy jsou neostré a nepravidelné jako u většiny monocýtll. 

Neutrof ilní granulocyty 

Do této b.uněčné kategorie zařazujeme celou řadu vývojových 
stadií těchto buněk. Jejich společným znakem je pÚtomnost 

' . - ' 

různého množství granul, která bua zcela nebo jenom částečně 
a na rdzném stupni denzity vyplňují cytoplazmatický prostor 

kolem jádra,_ jehož tvarové uspořádání · odpovídá vývojovému 

stupni těchto leukocytd • . Tak neutrofilní granulocyty s jádrem 

okrouhlým, zpravidla mírně excentricky uloženým označujeme. 

jako neutrofilní myelocyty, .s jádrem ledvin:Jvitébo . tvaru jako 

neutrofilní metamyelocyty, . s . jádrem pentlicovitého tvaru jako 
neutrofilní granulocyty, s tyčkovitým jádrem neutrofilní tyč­

ky a konečně s jádrem členěným do dvou a více segmentů jako 

neutrofiÍní granuloéyty se segmentovaným jádrem /neutrofilní 
segmenty/. Velikost neutrofiÍních granulocytů kolísá .mezi 

S až 10 (U a jejich . procentické zastoupení mezi leukocyty ko:.. 

lísá u ryb v rozmezí' od 2 ' do 10 % • : JeÚch zmnožení je zpra­

vidla v úzké souvislosti s reakcí krvetvorby ryb nardzné 

patogény. 
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Eozinofilní granulocyt~ . 

Jsou to buňky, jejichž velikostní distribuce se pohybuje od 
8 do 12 /J.r ·velikostně j~ou stabilnější než předešlé granulo­

cyty. Jejich tvar je většinou okrouhlý, jádro řidší a méně 
barvitelné, zpravidla . nevýrazně bazofilní, cytoplazma 'je vět~ . ' . \ 

šinou acidofilní, barví ·se slabě n'l.Zově, ale zpravidla není 
v optickém mikroskopu téměř vůbec vidě.t, neboč. je přikryta 
velkým množstvím hrubých kulovitých eozinofilních, tedy ci­
hlově červeně se barví.cích granul, která nejednou překrývají 

i čá_sti málo •.segmentovaného. /2 seg. / jádra. Ta.to granula spo­
lu ~ chudým a excentricky vytlačeným jádrem jsou charakte~ 
ristickým znakem této buněčné. kategorie a pro výrazné barevné .. 
odlišení správné zatřídění těchto buněk nedělá ani začáteční­
kům žádné ,problémy. Pro~entické zastoupení eozinofilních gra­
nulocytci kolísá v krvi ryb od o do 1 %. Tyto leukocyty,rnají . 
v krvi ryb významnou detoxikačn'í funkci nepochybně vlivem 
svých' granul, jež obsahují histamin. Tato funkce objasňuje 

do jisté míry jejich zvýšenou přítomnost při různých .. alergic­
kých procesech, provázených zvýšenou tvorbou histaminu. 

Bazofilní granulocyty 
Jsou poslední buněčnou kategorií granulocytární řady. Mají 

:i;pravidla okrouhlý tvar, dosahují yeÚkosH kolem 10 f· Bazo­
filní řídké excentricky uložené jádro i cytoplazma jsou zčásti 
nebo zé:~la překryty četnými ·, poměrně nestejně velkými·' granuly 

. purpurové až modročerné barvy. ,Jejich procentické zastoupení 
v krvi ryb se pohybuje od ódo o,s %. Obsahují histamin a hra­
jí jistou úlohu při alergických procesech, o jejich bližší 
funkci není dosud mnoho známo. 

Granulocytárrií řada 
Kmenovou buňkou této řady je·myeloblast. Dosahuje velikosti 

od 8 do 14 ~. většinu buňky vyplňuje kruhovité jádro s jemnou 
a hustě sífovitou strukturou. Cytoplazma, zatím ještě bez gra­

nul,: tvoří zpravidla„ souvislý úzký lem kolem jádra a je silně 
bazofilní. Dalším vývojovým stupněm je promyelocyt amyelocyt . 
lišící . se od svého prekurzoru jednak nápadnou velikostí /25· 

až 28 fJ-/r hrubší strukturou jádra, velkým lemem cytoplazmy 
a zejména přítomností granul. Cytoplazma je stále ještě výrazně 

~---------·---- - -- •. „ • . „ 
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.·bazofilní, ale u myelocytd již se projasňuje zonami acido­
filního charakteru. Tato acidofilie cytoplaz~y' se zpravidla 

šíří z perinukleárních okrskd do peri~erie buňky, proto ne­
vyzrálý myelocyt má periferní část cytoplazmy ještě bazofil­

ní. Dalším pro~evem ,~rán:( myelocytd je postupné zmenšován·Í, 
hutnění jádra, které zaujímá postupně excentricko~ pólohu 

v buňce. Postupným vyzrávání.m myelocytd vznikají metamyelo­
cyty, "tyčky" a "segmenty". 

Technický postup při stanovení leukogramu krve ryb je 
následující:' základem je zhotovení krevního nátěru, který 
je připravován z nativní krve ·bezprostředně po jejím náběru. , 

Vlastní krev.ní nátěr se provádí _tak,- že kapka krve velikosti 
barevné špendlíkové hlavičky se přenese na jeden okraj sur.hé­
ho, čistého a odmaštěného podložního sklíčka pomocí skleněné 

. ' o 
tyčinky. Druhé, roztěrové sklíčko, se položí do 45 \ihlu před 
kapku krve tak, že se po dotyku s kapkou krev rozlij_e po celé 
délce .hrany přilože~ého roztěrového · sklíčka. Takto přilQženým 
sklíčkem se zhotoví nátěr rovnoměrným a lehkým pohybem směrem 

k opačnému konci podložního sklíčka /obr. 7;. Síla /denzita/ . •· ' ' ' ' ~ 

krevního nátěru se řídí rychlostí tohoto \ikonu. Pro \ičeiy sta-
novení leukogramu je potřeba připravit kr_evní nátěr nízké den­

zity, který po zaschnutí ve velké ploše opaleskuje /"zl~tá 
z6na"/. Takový krevf!Í nátěr . se připraví pomalým souvisiÝm roz'.'" 

. tažením krevní ka.J;.kY , na podlož1'.ím sklíčku. Zhotovený k,r~vnÍ __ · 
nátěr musí mít rovné okraje a přecházet do "ztrac_en':l" -alespoň 
1 - 2 cm před druhým koncem podložního sklíčka, přičem utvoří 

· ~bvykle několik cípd. · K rozetření ncÍtěru . se _má vŽdy použít -nej­

méně o 6 mm užší sklíčko než je- podložní, _ aby měl . zhÓtovený 
krevní nát_ěr ostré okraje a nedos~hoval krajd podložhího sklíČ­
ka /obr. "a;. , 

. Použité roztě~Óvé . sklíčko musí mít rovné, zabroušené 

hrany, aby se v _ nátě~u nevytvořily r{E?iovnoměrné plochy a rýhy 
a aby nedošlo k poškození krv.inek. Jako roztěrového ~kÚčka 
lze použít zabroušené krycí sklíčko počítad. Burke:r:ovy komdiky. 
Podložní sklíčka . pro zhotovení krevních nátěrd mus:Í být ' před · 

, . ' " ' , · ' 

' použitím nejprve omyta mÝdlovou vodou a _ po opláchnut.:Culožena 

na 24 · hodin dp chromsírové __ lázn~ . /příprava - dvojchroman 

·.'i. ·:·'; · '.'.. 
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/ 
Obr. 7: Zhotovení krevního 

nátěru 

Obr. 8: Schéma správného 
krevního nátěru 
a způsob jeho 
prohlížení 

draselný. se rozpustí do nasycení v kyselině sírové/. · z ní 
se.podložní sklíčka vyjmou·kleštěmi ·a po opláchnutí pod te-

koucí vodoú se přenesou ďo Úkoholové lázně /benzinový 
alkohol/ po dobu minimálně 12 hodin. Z této lázně se vyjmou 
~ osuší čistou sepranou utěrkou. Při tomto čištění již ucho­

píme. podložní sklíčka jenom za jejich hrany a po individuál­
ním osušení ·je_ukládáme do )ejich původní krabice, jejíž dno 
i krátké okraje vysteleme pásem čisté. gázy. Tímto balením 

jsou podl9žní skl.fčka označena jako 11 hematologicky použitelná". 
Zhotcivené,krevn::C nátěry se po zaschnutí na vzduchu ozna­

čí obyčejnou tužkou, a·to přímo do krevního nátěru na jeho· 
prav~ a zpravidla denzitnější ·.straně. Před zn~čištěriím se 
chrání.zakryj:ím filtračním papírem. Barvení krevních nátěrů 

krve ryb je ~utno na rozdíl od krve savců provádět s. ohledem 
na znaqně aktivní povrch buněk co nejdříve po zhotovení, 

' . :. - ·'· . ! 

al~spoň do čtyř hodin. Pro.panoptickébarvení krevních nátě-
:. · ~ : f ' ' ,· - - ~ \ ~ ', :, • •• ' 

rů se za účelem stanovení leukógramu používá· Pappenheimova 
b~rvící metoda, jejíž_ postup je_následující:.krevní nátěr. se 
nejprve převrstv.í .cca 30 kapkami May-Grunwaldova barviva. To­

to barvivo se nanaší zásadně čis.tou a suchou pipetou, užíva­
nou jenom pro.tyto účely. Barvivo se nechá působit 3 min. 

/v této fázi doch~zí jen k fixaci buněk absolutním alkoholem 
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barvicí směsi/. Pc 3 minutách ,c;e nakape na May-Grunwaldovo 
-Parvivo cca 2S ·kapek neutrální destilované vody /pH musi 
být přesně 7/, která se za vzniku virů smi~i - s alkoholem . 
směsi a tim se vytvoř! vodný roztok, který má vlastni barv!­

·Ci schopnost. Doba této barvici fáze je 2 minuty. Poté 'se 
barvici roztok z nátěrů slije a ještě m~krý nátěr se rych­

le. převrstvi připraveným vodným roztokem barvi':a Giemsa­
Romanowski v ředěni 1 : 40 /1 dil barviva+ 40 dilů . ne~trál-

-ni destilované vody/. Doba této fáze.barveni /nyni se barvi. 

především jádrá ·buněk/ je 20 až 30 minut. Po 20 minutách se 
jeden libovolný nátěr slije, oplác~e proudem vody a _za mok­

ra zkontroluje barv!ci efekt pod mikroskopem při mafém zvět­
Š(;!,ni. Je-li. cytoplazma buněk růžová a jádra modrá, je barve­
ni skončeno. Všechny ostatni nátěry se sliji, důkladně 
opláchnou pod proudem vody a nechají zaschnout v kolmé nebo 
šikmé_ poloze na vzduchu /nutno chránit před prachem/. Po 
zaschnutí panopticky obarvených krevnich nátěrů ' se provádi 
jejich mikroskopická analýza. ProhliÚ s~ v ~léjo.;;é imerzi 
při zvětšeni nejlépe 1 000 až 1 sookrát při silnějším 
osvětleni ~ Nejprve je.· nutno posoudit celkový charakter buněk 
jak červené tak bilé řady, .včetně destiček, tj. jejich ve­
likost, barvÚelnÓst, · případné pÚměsl jako para~ii::é, buněč"'­
ný rozp~d a dalši. Poté se přistoupí k zhotoveni leu"kograrnu. 
Preparáť se zastavi buč. na hornim . nebo dolnim okraji v roz­
sahu opaléskujid zóny a křÚový_m stolkem se posouvá meandro­
vitým postupem pod objektiv mikroskopÚ /obr. 8/ a při . tom se 

. třidi nalezené leuk~cyty a eviduji .se jeÚch nálezy do ·Vhodné 

tabulky nebo pomoci digitálního počítače. Po zatříděni 200; 
buňky se stanovi procentické zastoupeni jednotlivých druhů 
leukocyt1"!. Disponujeme-:Íi i přes~ýml údaji o celkovém· počtu 1 

leukocytů, můžeme pomoci údajů l~ukogramu snadno získat cenné 
. info~ace také o absoltl~ich počtech.jednotlivých ·druhů leuko-

cytů. : , ..• '\ • 
,Jako příklad jsou uvedeny p7ůměrné hodnoty ieÍikogramu 

kapra a pstruha duhového /uvedeno v · %/: 
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kapr obecný pstruh duhový 

lyrofocil_(tY qel.kem 92 93 

monocyty 3 3 

neutrofilní ·granulocyty 4 4 

eozinofilní granulocyty 1 o .. 
bazof ilní qranulocyty o o 

S. Stanovení hodnot . vybraných biochemických ukazatelů 

v krevní plazmě 

. 

. "Při stanovení hodnot biochemických ukazatelů v plazmě 
ryb je .nutno. dodržovat určité zásady. Veškeré používané .sklo 
musí .být .řádně umyté, bez zbytků saponátů a před sušením 

opláchnuté destilovanou vodou. Krev pro bioéhem.tckou ~nalýzu 
je nutno odebrat bezprostředně po odlovu ryby. u plůdku ryb 

se osvědčila metoda odběru krve kardiopunkcí, u dospělých ryb 
pak metoda náběru z ocasní cévy. Jako antikoagulant je nej­
vhodnější neředěný roztok H~parim.i SPOFA inj. Odebranou krev 
je potřeb~ za chladu co nejdříve odstředit. Pokud není k dis­
pozici chlazená odstředivka, je .vhodné použít odstředivku 
s vyměnitelným · rotorem, kterýlz.e před použitím vychladit 

v chladničce. Po centrifugaci nesrážlivé krve /10 min., 100 G/ 
a následné separaci plazmy je nutno separovou plazmu co nej­
dříve analyzovat, popř. krátkodobě uchovávat /do 24 hod./ 

před analýzou při 4 °c nebo v zamraženém stavu v mikrozku­
mavkách s . uzávěrem /Eppendorf/. 

Normální hodnoty, uváděné různými autory, se u bioche­
mických ukazatelů v plazmě ryb dosti liší. Neshoda j~ způsobe­
na především použitím rllzných metod stanovení, včetně metody 
odběru krve, dále fyziol~gickým stavem ryb' a mnoha endogenními 
a exogenními faktory. Tyto vlivy jsou také příčinou vysoké 

variability některých ukazatelů. 

I 
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s.1 Celkové bílkoviny /TP/ 
Pro s,tanovení koncentrace ce·lkových bílkovin v plazmě 

I 
ryb je možno použít dvě metody, jejichž výsledky jsou. srovna-

telné. 
a/ Fotometrická metoda je založena na tvorbě fialově 'zbarve­
ných chelátil ÍněÚ s bílkovinou v alkali.ckém prosÚedí~ Při 
stanovení se postupuje podle návodu Bi_o-La-Testu CELKOV~ 
BÍLKOVINY /TP/. Kromě lyofilizovaného standardu, který je 
obsažen v sou~~avě, je možno použít ke stanovení i jiné bíl~ 
kovinné standardy, např. Preciset Eiweiss /Proteint výrobci:! 
Boeh~inger Mannheim GmbH/. Stanovení koncentrace c~lkových 

, - - ' , . I , • 

bílkovin v plazmě ryb je nutno provést v den odběru krve, . 

plazmu :nelze přechovávat do druhého dne •. 
b/ Refraktometrická metoda je založena na měření indexu lomu. 
Je vhodná .zejména v případě, kdy máme k dispozici malé množ.:, 
ství plazmy, především však při hemátologickém vyšetření me­
todou zkráceného hematologického .· kondičního testu; · .. Pro . refrak ... 

tometrické stanovení koncentrace celkových bílkovin v ·· plazmě 
ryb se osvědčil . Abbeilv· refraktometr. Před vlastním stanovením 

je nutno hranol refraktometru vytemper9vat na 20 °c·proudíéí 
temperovanou vodou z ulťratermostatu a tuto teplotu . během mě'."' 
ření série vzorkil prilběžně kontrolovat. Při Ío 0~ukazuje 
destilovaná voda hodnotu indexu lomu 1,3329. PÚ hematologickém 
vyšetření metodou zkráceného 'hematologického kondičního t;estu 
se postupuje' prakticky tak, .že po st_anovení hematokritcivé · 
hodnoty se přélomí mikrohematokritová kapilára v místě, kde 
začíná sloupec plazmy a pomocí jemné hadičky, nasazené na je­

den konec vzniklého. fragmentu se vyfoukne vzorek plazmy na 
měřící část hranolti refraktometru. Po přiložei{í druhé části 
hranolu se vyhledá a kompenzací zaostří v okuláru světelné 
rozhraní a na stupnici odečteme výsledek měření.· 

··-·-

z naměřené hodnoty indexu lomu při teplotě 20 °c se vy­
počítá koncentrace celkových bílkovin v g.1-l podle vztahu: 

x (g.1-1} • [(s'10 . o) - '1,ai] . io, 

kde D „ /index lomu plazmy '"'. ·· index lomu destilované vody/~ 

Postup výpočtu konečného výsledku lze ·s 'výhodou :urychlit použi­
tím příslušných přepočítávacích tabulek. 
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Koncentrace celkových bílkovin"..; plazmě kapra se . pohy­
-1 . 

bu je v rozf'!ahu 20 .-: . . 40 g ._l • 

5.2 Glukóza 
Pro stanovení koncentrace glukózy v pl;;_změ rÝb se nej-

• . „ . ,. ·: : . . ,. · 

častěji používala /za využ.ití Bio-La-Testu GLUKOSA/ fotometric-
ká metoda, založená na reakci glukózy s o-toluidinem v kyse­
lém p;ostředí · ~a zvÝš~né teploty. Tyto testd~ací soupr.~vy ~e 
v?ak pro škodlivé účinky o-toluidinu přestaly vyrábět. Lache­
ma Brno nabízí"soupravu . Oxochrom GLUKOSE /Gl~ GP/, která '· 

umožňuje stanovit. koncentraci glukóz_y v plazmě . metodou,' zalo­

ženou na oxidaci glukózy kys,líkem za katalýzy enzymem glukó­
zaoxidázou na . peroxid .vodíku . a glukonát. vzniklý peroxid vo-

. . . - . - ' . ; . 
díku ' se_. stanovuje oxidační kopulací se substituóvaným fenolem 

a . 4-aminofenazonem katalyzovanou _enzymem . peroxidázou. Tato 
souprav.a nebyla dosud pro stanovení koncentrace' glukózy · 
v plazmě r .yb otestov~na. 

Koncentrace glukózy v plazmě kapra se pohybuje v rozsahu 
. . -1 

2 - 5 mmol.l • 

5.3 Celkové lipidy /TL/ 
.Pro stanovení koncentrace celkových lipidil. v plazmě ryb 

se používá . fotometrická metoda, založená .na reakci nenasyce­
ných lipidil. a mastných kyselin, fosfolipidil. a cholesterolu . ., .. ·. - .-. . . . 
s . ,fosfovanilinovým činidlem po předchozí hydrolýze kyselinou 

„ . 

sírovou .' Postupuje se podle návodu . Bio-L<i:'"Testu CELKOV2 LIPIDY 
/TL/ bez modifikace. : 

. Koncentrace celkových lipidd v plazmě kapra se pohybuje 
. . ·. -1 

v · rozsahu 2 - 8 g.l • 

5.4 Triacylglyceroly 
Koncentrace triacylglycerold v plazmě . ryb .se stanovuje 

enzymatickou metodou za použití Bio-La-Testu TRIACYLGLYCEROLY 
enzymaticky - TG - Enz ď 6o. Metoda je založena na štěpení 
triacylglycer~lll lipáz~i na . . glycerol a vol~é .mastné kyseliny. 

Glycerol ~e převádíglycerolkinázou za přítomnosti ATP ná 
glycerol-3-fosfát a ADP. Glycerol-3-fosfát se v přítomnosti 
NAD+ a glycerol-3-fosfátdehydrogenázy mění na d:i.h;droxy~ce'ton-
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fosfát a vzniká NADH, který redukuje INT za přítomnosti dia­
forázy na bare.:rný formazan. Při stanoverií -koncentrace -trlácyl:.. 
glycerold v plazmě ryb se postupuje podle návodu testu : - vpří­
padě nedostupnosti enzymatického 'testu lze použít ~eenzyma­
tickou _metodu za po~žití Bio-La~Testu TRIGLYCERIDY /TG/, která . . ' „ . ; . ' . ~· „ ' ' „ - 1 ' -„.. . .-. : . ··. 
je však časově náročnější a vyžaduje desetinásobné množství 

vzorku plazmy • . 
I'"' , • . 

Koncentrace triacylglycerold v plazmě kapra se pohybuje 

v rozsahu 1 - 4 mmol.1- 1• 

5.5 Cholesterol 
Koncentrace cholesterolu v plazm~'ryh se stanoví foto- , 

metrickou metodou za použití Bfo-La-Testu CHOLESTEROL /Chol./. 
Pri~cip m~tody je založen na reakci cholesterolu s činidlem, 
obsahujícím kys,elinu 2, 5-dimethylbenzensulfonovou za vzniku -

' ' 

modrozeleného zbarvení, vhodného pro fotometrické .stanovení. 
Stanovení se provádí podle praco~ního postupu, uvedeného 
v testu·, bez modifikace. 

Koncentrace cholesterolu v plazmě kapra se pohybuje v roz­
sahu 1,5 , - 12 mmol.1-1• 

5.6 Močovina 
Ke stanovení koncentrace močoviny v plazmě ryb se pcn1ží-:' 

vá enzymati_cká fotometrická metoda, která využívá_ hydrC?lýzy 
močoviny ureázou na amoniak a oxid uhličitý. · · Vzniklý amoniak 
se stanovuje ' barevnou _reakcí salicylanu s 'alkali~kým roztokem 

chlornanu. Při stanovení koncentrace močoviny _ v plazmě se 
postupuje podle návodu Bio-La-TestuMOC:OVINA enzymaticky~ 
V případě neooÚ{ipnosti tohoto -testu se mdže postupovat· dle 

návodu BiOčLa-Testu MOC:OVINA /Urea/. 
Koncentrace močoviny v plazmě kapra se pohybuje v rózsahu 

-1 l - 3 mmol. 1 __ · • 

5.7 Amoniak 
Hladiria amoniakt1' v ' krévnÍ plazmě ryb je velmi varÚbilní, 

je silně ovlivn_ěn~ pdsobením rdzntch :endbgenních· a exogenních 
faktord. Navíc ·v ddsledku vysoké aktivity proteolytických 

7n~0nd ' u ryb dochází k rychlému posi;inortálním~ uvolňování . 

,, 
i 
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amoniaku v krvi. z fěc~to . di\vodu je nezbytně nutné pří pří­
pravě ,. kre;ní plazmy k analyze dodržet následující zásady • 
. odběr k.rve. od ryb je nutno provést ihned po jejich odlove.ní 

na plné yodě . do zchlazianý.ch zkumav~k. Odebraný vzorek. krve 
a následně získanou krevní plazmu je nutno přecho;..ávat při 

" ·" . . o . . . . . 
teplotě maximál?ě 2 :-- 4 e, oddělení krevní plazmy od krev-

ních buněk je r>otf.eba provést. do . 30 minut .po odběru~ Vlastní 
analyzuje nutno provést při uložení krevní plazmy při teplo­

tě 2 - 4 °e do 60 minut, při teplotě - :20 °e do 2 dni\: . - ( . . . 
Ke stanovení koncentrace amoniaku v plazmě ryb,je možno 

použití enzymatický L-V - monotest AMMONIAK výrobce Boehringer 
Mannhe.im a nebo BLOOD AMMONIA .test firmy Hyland. Metoda uv -
monotes~u ·je· zélložena na· specifické reakci glutamátdehydroge­

názy s anioniakem. Mírou reakc~ je úbytek NJ\DPH, měře11ý změnou 

absorbance při vlnové délce 340 nm. Při použití testu firmy . . 

Hyland se plazmatický amoniak isoluje selektivní adsorpcí na 
silně kyselé katexové přiskyřici. z pryskyřice je následně . 

eluován a reaguje s fenolem a chlornanem .sodným v přítomnos- · 

ti nitroferrikyanidu sodného. Amoniak tvoří stabilní tmavě 
modrý indofenolový komplex, který se měří fotometricky při 
vlnové.délce 630 nm. Zabarvení je přímo uměrné ·koncentraci 
N-amon.iaku v plazmě. 

Při stanovení koncentrace amoniaku v plazmě ryb metodou 

enzymatického uV - monotestu se p~stupuje poď1e mírně med.i- · 
fikovaného návodu .testu. Modifikace spočívá v ředění plazmy ' 
/dle koncentrace ' amoniaku · v plazmě, nejčastěji Sx/, v pěti­

násobném snížení objemu vzorku plazmy /na 0,1 ml/ i ostatních 
reagencií a v použití mikrokyvet k vlastnímu měření. K ředění 
plazmy je nutno používat redestilovanou, amoniaku prostou vo- · 

du, výsledek měření se násobí ředěním. Také při pou~ití testu 
firmy Hyland se snižuje objem plazmy k analýze 4krátj tj. na 
0,25 ml, popřípadě se plazma dále ředí redestilovanou vodou: 
Zk~mavky s plazmou a všechny roztoky musí být stcÍie dobře „ ·- • ; • .. . 

uzavřeny, aby nedošlo ke kontaminaci amoniakem .ze vzduchu • 
. Koncentrace amoniaku v plazmě kapra se pohybuje vrozsa-

~ ' hu 200 ".". 800 pmol. l • 

,1 
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· 5. 8 Kyselina mléčná /laktát/ · 

Koncentrace mléčné kyseliny v plazm_ě ' ryb se stan!)vuje 

pomocí e°nzY!llatického W'-monotestu LACTAT v~llenenzymatisch : · 
výrobce Boehringer Mannheim. Spektl'ofotometrická . enzymatická 

. . -·. . . . ' . - . 
metodé;l využívá spofení .reakce LDH, která katalyzuje oxidaci · 

. . . . ·+ . 
laktátu na pyruvát /za současné redukce . NAD na.NADH/, 

s transaminační ;eakcÍ ALT. Příri\stek NADH, měřený změnou · 

absorbance při vlnové délce 340 nm j~ ekviválentní koncentr.a­

ci laktátu. 

Stanovení koncentrace laktát~ v plazmě ry~ . ·se provádí . 
. ',' -· ... ~,„ ·' • .'o(; ~: 

dle návodu uvedeného v testu, plazma před vlal.t~ťm stanove- . 
(, . . . . . . . . : . · : ·:· ·· . . . ·. 

ním · se ředí redestilovanou. vodou /podle .·koncentrace laktátu, 

nejčastěji 5krčl'.t/ a výsledek se nás~bÍ čisle~ ř~děn!. ::fr1 ~rá­
ci je nu trio• dbát na. to, aby špičky -pfostických míchadel ~ pi-:"• ..'. . . . . . -~ . . - . . . -
pet, které přichází do styku se vzorkem„ ri~byly brány prsty, 

pr~tože p~t mi\že obsahovat zriačné množ~tví laktátu;. 
Koncentrace laktátu v . plazmě . kapra se .pohybujev „rozsa­

hu o,7 - 212 mmol.1-1 • 

5.9 Aminotransferázy /AST, ALT/ · 

Aktivita aminotransfer<Íz v plazmě ryb se 'stanov.í kolo­

rimetricky. StanovenÍ je v. obou případe~h · založe~na reakci , 

vznikající kyseliny pyrohroznové /v případě . AST' po spontánn·í 

dekarboxylaci kyseliny oxaloctové/ s . 2,4-dini1:-rofenylhydr~zi;­

nem. 2lutý 2, 4-_dinitrofenylhydrazon kyseliny pyrohroznové dá- · 

vá v alkalickém prostředí červe'nohnědé zbarvení, jehož inten,.. . . 

zita je závislá na koncentraci. 

Pro stanovení aktivity aminotransferáz AST. á 11.LT v .I?laz.,.-_ 

mě ryb se používá Bio-La"."Test AMINOTRANSFERASA /AST,„~T/, . 

jehož metoda byla mírně modifikována. Modifikace sp?čívá •. 

ve změně inkubační teploty .... vzorky se inkubují při : teplotě 

25 °c, pracovní postup zi\stá~á zachován. Stano~ell:Í aktivity· 

AST a ALT ·v . plazmě ryb je nutno provést v den odběru krve, 

plazmu nelze.přechovávat do - dr~hého dné. · 
• . .'t .. . . ·. . 

Aktivita aminotransferáz AST a ALT se v plazmě kapra 

pohybuje v rozsahu 0,25 -
-1 . 

. pkat. l u ALT. 

. . -1 
3,50 pkat.l u AST ~._ 0,05 - 0,32 
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, Lachema Brno připr~vuje nový test na . stanovení kataly-

tické aktivity aniinotransferázy AST ·a ALT :,, plazmě · v .·UV ·­
oblasti. z předběžného orientačního srovnání výsledků vy­

plynulo, že 'aktivita AST u ryb stanovená nově připravovaným 
testem je zhruba 3 ·- 4krát.yyšší ve srovnání s hodnotám{ 

získanými při použití dosavadního testu~ Výsledky aktivity 

ALT získané oběma·testy · jsou srovnatelné. 

5.10 Laktátdehydrogenáza /LOH/ · 

Pro'· stano~ení aktivity laktátdehydrogenázy v piazmě ryb 

se používá UV-monotest LOH optimierte standarq methode vý­

robce Boehringer Mannheim •. Spektrofotometrická metoda. testu · 

. j~ založena 'na měření dbytku . koenzymu NADH podl°e jeho 

absorbance při 340 nm. 

PÚ · stanove~í aktivity. laktátdehydrogenázy v plazmě .. ryb 

se postupuje podle ná~odu testu, plazmu· ryb je však nutno 

.ředit .redestÚovanou vodou /5x ' i .více/ a výsl~dek násobit 

číslem . ředění~ Plazma s vysokou aktivitoU LOH může ukázat 

zdánlivě nízkou .. aktivitu, protože NJl.DH mdže být z největší 
části spotřebován ještě před měřením~ Pro· vlastní měření se 

použijí kyvety o větším objemu /4 ml/. 

Aktivita laktátdehydrogenázyv plazmě kapra · ~e pohybuje 
. . . . -1 
v rozsahu 2,25 - . 4,5opkat.l • 

S;ll Glutam~tdehydrogenáza /GDH/ 
. I . . 

Aktivita GOH v· plazmě ryb. je stanovována spektrofoto-

metricko~ metodou, ·kted je založena na určení dbytku NADH, 

měřeného podle změny absorbance při .vlnové délce _340 Íun. Pro 
stanovení se pou~ívá ·. óv-monotest GLOH aktiviert výrobce 
. . . . 

Boehringer Mannheim. 

Při stanovení aktivity GOH v plázmě ryb se postupuje : 

podle návodu te~tú s mírnou ·modifikací, která spočívá . v ředě~ 
ní· plazmy redestilovanou vedou /nejčai::t~ji 5x/, v pětinásob­
ném' s'riížené .objemu vzorku plazmy /na o, 1 ml/ a reakční směsi 
/na o,5 .ml/ ~v . použití mikrokyvet k měření. Výslédek měření . 
se násobí číslem ředění. 

Aktivita glutamátdehydrogenázy v plazmě kapra se pohybu• 
-1 je v 'rozsahu o,35 - o,75 µkat.l • 
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5.12. Methemoglobin /MetHb/ 
Pro stanovení relativního obsahu methemoglobinuv kr.vi 

ryb je použfvánametoda, .která využívá absorpčního maxima 

methemoglobinu při vlnové délce 633 nm. Přídavkem kyanidu , 
se methemogÚ1bin přemění v ·kyanmethemoglobin, který v této· 

oblasti n~má charakteristickou absorpci, takže pokles absor­

bance při 633 nm je úměrný ·koncentraci methemoglobinu. 
Při stanovení Óbsahu m.ethemoglobi~u se postup~je násle­

.. dovně: k 2, 5 ml destilované vody v centr ifugačnÍ i!:k\unavce ~e 
' ' 

přidá 5 kapek rybí krve, promíchá a nechá.se hemolyzovat mi-

nimálně 15 minut. Po provedené hemolýze milže zdstat vzorek 
i . několik hodin, proto je možno pro,;_~st odběr krve a hemolý­

zu rovněž v terénu a ostatní stanov.ení následně v laboratoři. 
K hemc;;lyzátu ·se přidá ~,5 ml roztoku saponinu, p~omíchá a . · 

odstředí )10 min., 3 000 G/ ~ Absorbance supernatantu E se . 
měří v l cm kyvetě proti vodě při 633 .nm. Přidá sel kapka 

KCN /kapátkem/ a po l min. se zil)ěf.í absorbance A1 • Dále se 
přidá ' l . kapka ferrikyanidu .draselného a pol min. se změří 

absorba.nce A
2

• Kyveta se vypláchne a napl~í pdvodním rozt~­
kem hemolyzátu se saponinem. Do tohcto roztoku se přidá i kap­
ka roztoku ferrikyanidu draselného /hemolyzát + ferrikyanid 

draselný = methemoglobln/ a po. l min. se změří absorbance A3• ' 
. ·-Relativní obsah methemogÍobinu v % se vypočte ' podle 

vztahu: 
, % MetHb = 

Pracovní roztoky: 

E - A 1 . 

A3 .;. A2 
100 

1. Fosfátový, pufr M/15 /9,0 g Na2HP04 • d 'H2o ·+·S,7 g 

KH2Po4 rozpustit a doplnit do 1 000 ml/, pH 6,6 
/upravit H3Po4 nebo NaOH/ 

2. i % saponin ve fosfátovém puÚU - pfipravu)e se 
. vždy čerstvý. 

3. 1. %, vodný roztok kyanidu draselného'. Pozor, prudký ' jed! 

4. S % vodný roztok ferrikyanidu d~as~lného. ' 
Metoda byla modifikována 'podle metody Holeček v. a kol.: 

Prakt. Lék. 42: 1962, s. 847. 

li 

!I 

li 

I 
I 
I: 
i 
I i 
; I 



I 
Ir 

:11 

Při stanovení ~ethemoglobinu v krvi ryb se stanovuje 
rovriěž kÓncentrace hemoglobinu a ·relativní obsah methemoglo­
binu ·se přepočítává na % obsahu. methemoglobinu z celkového 

hemoglobinu. Obsah methemoglobinu v krvi ryb závisí zn~čně 
na koncentraci dusitand ve vodě. Při vyŠších koncentracích . 
dus i tand ve vodě md.že obsah methemoglobinu představovat až 

) . ' 
Bo % z celkového obsahu ·hemoglobinu. 

· 6. Zkrácený hematologický kondiční test /ZHKT/ ryb a jeho 
provedení 

Podstatou ZHKT jsou exaktně stanovené ďdaje o vybraných 
základních hematologických ukazatelích, tj. množství hemoglo­
binu /Hb/, hematokritová a leukokritová hodnota krve /Hk, 
PVC, L:k/ , , střední ba.revná koncentrace /MCHC/ a celkové 
množství plazmatických proteind /TP/. Tyto ukazatele vzájem­
ně kÍadně korelují a jejich ~yhodnocením lze získat· objekti;_;­
ní obraa ·o hlavních metabolických faktorech a tím i funkčních 
vlastnostech ~yšetřované ryby. Vlastní pracovní po~tup při 
sta~ovení shora uvedených hematologických ukazateld je popsán 
v příslušných předcházejících kapitolách. Správná interpreta...: 
ce výsledkd ZHKT je 'do značné míry závislá. i na komplexu . . . 
organizačních, souhrnně metodických a· výše . uvedených standar-
dizačních . podmínek, které je třebapři tomto typu hematolo­
gických šetř6ní ryb pině respektovat. Při náběru krve a sta­
bilizaci krevního vzorku, jakož i po odstředění . mikrohema ... 
tokritových kapilár je nutno si také pečlivě všímat případných 
vizuálních .abnormit v zabarvení krevního vzorku ·;anemie/, 
jeho viskozitě . /hydremie/, nápadně zrychlené hemostáze, jakož 
i změn v odst:.Ín~ krevní plazmy po odstředění, zvláště případné 
hemolýzy a jejího stupně /+ až +++/. Současně. s tímto ~emato­
logickým vyšetřením se ·provádí také potřebná . biometrická . sta-

.novení u ryb a poté i obvyklá veterinárn~ 1 prohlídka včetně 

pitvy . a . parazitologického šetření. 
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7. Přílohy 

- 7 .1 Mezinárodní soustava j .ednotek SI v ichtyohematologii 
na, příkladu normálních hodnot v krvi a v krevní plazmě 

/pl./ kapra 

. Hematologický .uka:i.ate.l v.ar.lační rozpětí 

AIÍlinotransferáza /AST/-pl. 
·Arninotransferáza /ALT/-pl. 

Amoniak - pl. 
Bílkoviny celkové /TP/-pl. 

_Erytrocyty /Er, RBC/ 
Glukóza ~- pl. 

0,25 - 3,50 
0,05 - D,32 

200 - 800 
20 40 

1,1 - 1,8 

2 - 5 

Glatamátdehydrogenáza /GDH/-pl. 0,35 - 9,75 
Hematokritová hodnota /Hk,PCV/ 
Hemoglobin /Hb/ 
Hemoglobin erytrocytu /MCH/ 

Cholesterol - pl. 
Kyselina mléčná _ /laktát/ - pl. 
Laktátdehydrogenáza /LDH/~ pl. 

!'.'eukocyty /Leuko/ 
Leukogram: 

- lymfocyty 
- monocyty 
- neutrofilní granulocyty 
- eozinofilní granulocyty 

bazofilní granulocyty 

~eukokritová hodnota /Lk, BC/ 
Lipidy celkové /TL/ - pl. 

0,28 - o,4o 
60 100 

50 - 60 
1,5 - 12 

0,7 - 2,2 

2,25 - 4,50. 
10 - 80 

76 - 97,5 
3 5 

2 - 10 

o 1 

o 0,5 
0,002- 0,01 

2 8 

Močovina - pl. i 
Střední objem· erytrocytu /MCV/ 200 

3 

- 300 
Střední barevná koncentrace 
/MCHC/ 
Triacylglyceroly - pl. 

0,20 - o,26 

1 - 4 

SI jednotky 
. . -1 

pkat. l 
pkat.1-l 

. -1 
pmol. l 
g.1-1 
T.i_-1 

rnmol.l-l 
-1 pkat. l 

l.1-1 

g.l-1 

pg 
rnmol.l-l 
mrnol.l-l 

-1 -
pkat. l . 
G.1-l 

% 

% 

% 

% 

% 

l.1-1 

-1 g.l 
mrnol.l-l 

·n 
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7. 2 Přepočtové faktory staréno a nového l~v':Yjádření 

icJ:ltyohematologických hodnot . \ j) ;:,{'.( , 
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Hematologický ukazate_l . . ·.-,··.· .. · .. ·. ·,;-_.•.i,:_ ·.·.·_.·~:vsy~aJ'.rádérve· n ·í . ' Přepočtový Nové . . . . faktor . · · ,-:· vyjádřen ; 

Aminotransferáza . '/AS':!'/ / · b ; 1~1 . 0,0167 . p.kat.1~ 1 

Aminotransfe~áz~>·/~LTf . · u.i-1 0,0167 pkat.1-1 . 

Amoniak . \ ><·· . ·',~ ·>' mg% . 58 7. )linOl. 1-l · . 
• ' -1 

Bílkoyihy ť celkové /TP/ 
Eryt'řocyty /Er, RBC/ 
Čiu'J«5z·~~ · · . . 

Gi~~~mátdehydrogenáza 
Hematokritová hodnota 

9% 
mil'.v rnn3 

mcn 
/GDH/ ·U.1-l 

/Hk, PCV/ % 

·. Hemogfobin · g % 
Hemoglobin erytrocytu /MCH/ pg 

10 

1 

0,0556 . 

.0,0167 

0,01 

ló 

Cholesterol mg% 0,0258 

Kyselina mléčná /laktát/ 
Laktátdehydrogenáza /LOH/ 
Leukocyty /Leuko/ 

mg% 0,111 

u.1:... 1 0,0167 

tis. v mm3 0,001 

Leukogram: 
lymfocyty % 

- monocyty % 
neutrofilní granulocxty % 

- eozinofllní · granulocyty % 

- bazofilní :granulocyty % 
Leukokritová hodnota 
/Lk, BC/,-, · , . % 

Lipidy celkové . /TL/ . . mg%.. 
Močovina l,llg\. 
Střední objem erytrocytu 
/MCV/ · . pm3 

Střední barevná koncentra-
ce /MCHC/ % 
Triacylglyceroly mg\ 

0,01 

0,01 

0,,167 

1 

0,01 

0,0113 

g.l 
T.l.;. 1. 

.mmol.1-l 
. ' .:.1 
pkat.l 

1.1-1 

g~l-1 

pg 
' . -1 

mínol.l 
mmol.1-l 

-1 pkat.l 
' -1 G.l 

% 

% 

% 

% 

% 

1.1-1 

g.1-1 

mmol.C1 

fl 

1.1-1 
... -1 'mmol.! . 
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