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ABSTRACT

Plasma ions in rainbow trout (ONCORHYNCHUS MYKISI&)m three various trout farms in the
Czech Republic were assessed using automated plascha analyser. Non-haemolysed serum
from the heart of 48 healthy, randomly selectel {sandard length, mean + SD = 247.3 + 24.2
mm; body mass, mean + SD = 262.18 + 87.28 g) walysed for the following plasma ions: Ca,
Mg, P, Fe, Na, K and CI. All data were analysedisttaally such as normality assessment by
means of Kolmogorov—Smirnov test and adequatesstati testing using various parametric and
non-parametric tests for each variable. With regardiata distribution, all 7 indices (Ca, Mg, P, Fe
Na, K and CI) were normally distributed. The indicevere affected by handling time and,
accordingly to the physical and chemical propertiesvater. Estimates obtained were compared
with previously reported ranges. The blood autothatealyser proved to be a valuable and reliable
instrument for the estimation of plasma i determgnmormal ranges in rainbow trout.
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uvoD

Stéle se rozvijejici chov ryb v intenzivnich akvakunich zdizenich si vyzadujednovat zvySenou
pozornost kontrole zdravi ryb a jednim z moznychisppi vySeteni ryb jsou i Klinicka
biochemicka vySeeni rybi krve. SloZeni rybi krve irde indikovat z&inajici kolaps #kterého

z orgar z divodu pouziti Spatného krmiva, nebo v kombinaci Zkiiné-chemickymi parametry
odhalit problém zpisobeny nakazoti parazity. Pro zji&ni tolika patologickych ukazatelkolik je
mozné, jeiteba doportit vyuZiti vice, neZ jednoho #pobu vySdeni Rehulka a Min&k, 2008).
Biochemické vySéeni krevni plasmy je jednou ze zakladnéésti komplexnich metod vyseni
ryb a zarové hraje velkou roli i hodnoceni krmnych testa test vyuziti specificky aktivnich
latek Rehulka a Min&k, 2001). Biochemie krevni plasmy je slibnou &&sti studia biologie ryb

a klinické patologie, ale vyzaduje rozsahly budougikum obzvlast pro ukeni normalniho
rozpsti zkoumanych hodnot pro jednotlivé druhy ryb. Péaty se stanovenim normalnich hodnot
u pstruha duhovéh@®fcorhynchus mykisgyalbaum) byly zdrazreny mnoha autory (Wedemeyer
and Chatterton, 1970; McCartley al., 1973; Wedemeyer and Nelson, 1975; Meade and Rgrron
1980; Hille, 1982; Roscoe Millest al, 1983). Navic ufeni norméalnich hodnot pro pstruhazztji
nevyhnutelné rozdily ndafklad v metodice, velikostech a liniich ryb, ¢ndm obdobi

a momentalnim fyziologickém stavu ryb. Na zakléshoto je obvykle obtizné shromazdit dostatek
vzorki krve Ehem jediné studie (Manera a Britti, 2006). Z#@mi provedeného pokusu bylo zjistit
zavislost obsahu iofit v krevni plazmy pstruha duhovéhoOncorhynchus myKischovaného

v riznych typech intenzivnich akvakulturnichrizeni na fyzikals chemickych parametrech vody

v odchovném Zdzeni.

MATERIAL A METODIKA
Pokusné ryby

Klinicky zdravi, dospli pstruzi duhovi @ncorhynchus mykis®yli odebrani zett rybich farem od
19. listopadu 2009 do 4. srpna 2010. Bylo odebi@lkem 5 vzorl a kazdy vzorek byl tien
10 rybami. Vzorky jsme odebirali na rybi farfravikov (recirkuléni odchovny systém Danského
typu) véervenci (19.7.) a listopadu (19.11.), na rybi fa@kalni mlyn (pitoény systém) v srpnu
(4.8.) a beznu (11.3.) a na rybi fagniitomysl| (pritoény systém) pouze vibznu (25.3.). Fyzikalni
a chemické parametry vody jsou zobrazeny v TablilcBlasyceni vody kyslikem pH a teplota
vody byly mereny grenosnou sondou Hach HQ40D (Hach Lange, USA). Vadivedy byla
méiena penosnou sondou HI 98129 (Hanna Instruments, USAgtat®i parametry byly
stanovovany standardnimi metodami (APHA, 1998). yRigly krmeny komemimi krmnymi
smEsmi s obsahem proteinu 40 — 43%, tuku 23 — 28 %dumikatych latek vytazkovych
12 — 20 %, popela 6 — 8,3 %, vlakniny 1 — 3,8 %1(3a% a P 0,9 % od firmy Biomar (Dansko).
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U kazdé ryby (n = 48) byla individudlnméfena tato biometrickd data agitdny nasledujici
koeficienty (Pdmér + SD): TL (celkova délkagta), SL (délka &la), W (hmotnost celkova), WL
(hmotnost vykuchané ryby), HSI (hepato-somatickgex), F (Fultoiiv koeficient vyZzivenosti)
(Fulton, 1904). Biometricka data jsou zobrazenabulce 2. Kazda jednotliva ryba bylaed
odbirem krve vySéena, abychom vylaiili ovlivn éni vysledki patologickymi znénami na rybach.
K odberu krve byly pouzity pouze ryby bez patologickyehén a parazit.

Odker vzorki a mereni biochemickych paramétkrve.

Vzorek krve byl odebirdn okam&itpo odloveni ryby z odchovného izzeni. Nevhodné
a hemolytické vzorky byly iiazeny a nahrazeny novymi. Krev byla odebirana &arfipunkci do
heparinizovanych injeinich stikacek. Pro stabilizaci krve byl pouzit heparin o kantcaci 50 m.j.
na ml. Krev byla odgedna fi pietizeni 400 G po dobu 15 minii peplot 4 °C a plasmaticky
supernatant byl skladovari peplot -80 °C az do provedeni viastni analyzy. Vlastrédlyra krve
byla provedena automatickym analyzatorem ADVIA 1§Smens, USA) za pouziti kondaei
dostupnych reageint Analyza krevni plasmy ryb byla provéith gi teplog€ 37 °C. Analyza
vapniku (Ca) a hoiku (Mg) byla provedena modifikovanou kolorimetrek metodou s arzenazo
Il (Ichaylova and llkova, 1971; Skavrada, 1999sfér (P) byl analyzovan kolorimetrickyreakci
s amonno-molybdenatym regentem (Kratochvila andciGarl977). Analyza zeleza (Fe) byla
provedena fotometrickou metodou s ferenem (reafeaninového typu) bez odstrani proteirit
(Higgins, 1981). Hladina elektrolyt(Cl, K, Na) byla stanovena pomoci iontoselektivnich
elektrod (Eisenman, 1967).

Statisticka analyza

Behem statistického zpracovani dat jsou obsahy vylofanionti v krvi ryb vyjadovany
pramérnymi hodnotami dopknymi o sngrodatnou odchylku. Normalni roZeni paramefr
krevni plasmy bylo analyzovano pomoci KolmogorovaiBova testu na hladinu {kaznosti
p <0,05. Korelace obsahu iént krevni plasm k fyzikalné chemickym parameim vody jako
teplota, nasyceni kyslikem, pH, atd. byla analysavpomoci Spearmenova testuéamkorelace.
Hodnoty vychazejici na hladinprikaznosti p < 0,001 byly pro tentaipad povazovany za
statisticky ptikazné. VeSkeré analyzy byly vyhodnocovany stakigtic programem Statistica 8.0
pro Windows (StatSoft).
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Tabulka 1: Fyzikals chemické parametry vody na rybich farméagirogberu ryb.

Datum ngeni 19.11. | 11.3. 25.3. 19.7. 4.8.
Teplota [°C] 2,6 3,3 8,0 20,4 11,3
pH 7,26 6,55 7,87 7,34 7,79
Nasuceni vody kyslikem [%] 97 101 89 79 87
Vodivost [mS.m’] 18,6 18,6 60,6 16,3 42,6
Celkovy dusik [mgf] 4,3 10,0 11,6 2,0 5,6
Celkovy fosfor [mg1] 0,25 0,51 0,09 0,11 0,14
Cekovy organicky uhlik (TOC) [mg] 16,9 12,4 13,6 12,4 13,5
Chemicka spdaeba kysliku (Cr) [mg-f 15,6 13,1 6,4 27,4 10,6
Chemicka spaeba kysliku (Mn) [mg:f] 10,3 58 3,2 11,2 47
Biologicka spateba kysliku (BSK) [mg.I] 0,49 2,36 1,47 5,39 2,28
Kyselinovd neutralizani kapacita (KNK)| 0,46 0,21 3,97 0,67 2,91
[mmol.IY

Amonné ionty (N-NH') [mg.F 0,11 0,35 0,08 0,16 0,09
Dusitany (N-NQ) [mg.[] 0,01 0,04 0,01 0,36 0,00
Dusinany (N-NQ) [mg.r'] 4,0 8,8 5,9 1,0 5.4
Ortofosforénany (P-PG") [mg.I ] 0,19 0,38 0,05 0,00 0,10
Chloridy (CF) [mg.F] 15,4 8,2 17,6 18,4 20,9
Sirany (S@) [mg.[] 11 17 49 17 43
Vapnik (C&") [mg.I] 6,7 14,8 1210 | 125 73,1
Horeik (Mg®) [mg.rj 41 52 6,9 6,6 7.3
Celkové Zelezo [mg]] 0,20 0,06 0,03 0,24 0,06
Draslik (K") [mg.I] 33 1,7 35 2,8 3,0
Sodik (N&) [mg.IF 4 12 21 15 18
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Tabulka 2: Biometrické Udaje odebiranych ryb (Ng5@mér + SD), Vyswtleni tabulky v textu.

Parametry TL [mm] SL [mm] W [g] WL [g] F HSI
19.11. 2497 +H 2271 +| 206,7 +| 2,64 +| 1,76 +| 1,52 +
13,1 13,4 32,0 0,32 0,15 0,33
11.3. 278,3 +| 249,2 +| 225,6 +| 2,61 +| 1,45 +| 1,31 +
12,2 10,4 34,7 1,02 0,12 0,09
25.3. 274,5 +| 244,8 +| 236,1 +| 2,75 +| 161 +| 1,35 +
12,9 11,5 24,3 0,45 0,15 0,10
19.7. 261,8 +| 230,3 +| 2414 +| 2,95 +| 1,95 +| 1,44 +
17,7 15,5 57,1 0,77 0,19 0,13
4.8. 316,7 +| 285,5 +| 416,3 +| 4,27 | 1,77 +| 1,45 +
20,4 19,7 80,4 0,93 0,12 0,10
VYSLEDKY

Obsahy ioni v krevni plasm ryb jsou zobrazeny v tabublce 3. WtSiny ionfi, krom Zeleza

a fosforu, byla prokdzana peémé nizk& variabilita mezi jednotlivymi odhby i systémy.
Kolmogoroviv-Smirnoviv test prokézal normalni rodeni u vSech hodnot obsahu ibnt krevni
plasn&. Hodnoty obsahu valniku prokazatelrostly se zvySujici se hmotnosti ryb na rozdil od
obsahu chloridl, jejichz hodnoty s rostouci hmotnosti ryb klesagbyl prokazan vliv fyzikalé
chemickych parametrna obsah sodiku (Na) v krevni plasmgb. Minimalni vliv nely fyzikalng
chemické parametry vody i na obsah fosforu. Zelazedpnik vykazovaly nejvy3si hodnoty
v ¢ervenci a srpnu a nejnizsi yeznu a listopadu. VySSi pH {gobilo naéist obsahu vapniku
a pokles obsahu chloiidv krvi. Naopak vyssi nasyceni vody kyslikemigpbilo naéist obsahu
chlorida a pokles obsahu vapniku a Zeleza.

Chemické parametry vodydty nejvyssi vliv na obsah higku v krevni plasra pstruha duhového.
ZvySeny obsah organického zatizeni a Zeleza vé xaicobil prokazatelny nést obsahu higiku

v krevni plasmy pstruhi. Naproti tomu vySSi kyselinova neutralina kapacita (KNK), vodivost
a vysSi hodnoty celkového dusiku, sirasodiku, h&siku a vapniku ve vad obsah hiiku

v krevni plasni snizily. VysSi obsah Hidiku, chloridi, sirari, sodiku a vySSi teplota vody snizily
obsah vapniku v krevni plagnpstruhi. VySSi obsah fosforu a kysliku ve wodvysily obsah
chloridi v krevni plasmi. VysSi hodnota pH, obsah sitardusiku, chloriél a hd¢iku chloridy
snizily.
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Tabulka 3: Hodnoty obsahu vybranych iontkrevni plaznd pstruti duhovych @ncorhynchus
mykis$ z jednotlivych odbri (pramér £ SD). Hodnoty jsou vysileny v textu.

Ukazatel 19.11. 11.3. 25.3. 19.7. 4.8.

P [mmol.I] 4,07+0,61 | 2,77+0,34 3,33+0,42 3,17+0,39 ,273:0,37

Ca [mmol.r] 2,13+0,39 | 250+0,19| 2,61+0,15 3,06 £0,18 ,143+0,36

Mg [mmol.I*] 141+0,17 | 093+£0,05| 0,75+0,18 1,22+0,09 ,97G-0,07

Fe [umol.r] 13,28 £5,59| 10,09+2,21 20,76 7,53 25,15884, | 21,85 + 4,03
170,94 1 172,97 +

Na [mmol.r] 169,91 +3,87| 172,24 +2,8% 169,31 + 3,28
4,28 3,27

K [mmol.I™] 2,07+£0,9 | 0,840,129 1,74+0,44 1,00+0,20] ,901* 0,69
139,97 1 140,94 +

Cl [mmol.I] 135,33 +3,03| 134,88+1,42 130,04 +3,80
4,88 6,42

DISKUSE

Pokud vezmeme v potaz starSi metody hodnoceni aulaes pouZitych jednotek v mnoha
piipadech ufovani obsahu ionft v krevni plasmy ryb, mizeme naSe vysledky jencasté&né
porovnat s vysledky ostatnich autoNase vysledky jsou porovnatelné pouze s pracestliterych
byl pro analyzu krevni plasmy pouzit automatickylgmator. Kompletni vyzkum o normalnich
hodnotach biochemie krevni plasmy pstruha duhovgtedlozili Manera a Britti (2006).
Vyhodnotili, Ze 7 z 19 jimi zkoumanych hodnateté chloridi vykazuje nenormalni rozteni

a zarové nezkoumali vSechny ionty, které jsme zkoumali Myejich praci jsme zaroveobjevili
mnoho dalSich nesrovnalosti. V rozporu s naSi aoalygili mnoho paramefr, v¢etns chloridi,
jako nenormal&rozdlené.

NaSe analyzy éily hodnoty vapniku a hoiku na stejné Grovni, jaka je zndima v literatie
(Manera a Britti 2006; Meka a McCormick 20a&ehulka a Min&k 2008;Rehulka a Min&k
2001;Rehulka a Parova 2000a, 2000b; Veligtlal. 2008; Veliseket al. 2009). Nami naitené
hodnoty fosforu, Zeleza, sodiku, drasliku a chiosé pohybovaly na drovni hornich a dolnich
hranic interval zminsnych v literatile (Manera a Britti 2006Rehulka a Parova 2000a, 2000b;
VeliSek et al. 2008; VeliSeket al. 2009). Vezmeme-li v potaz ndmi n&m@né hodnoty, fizeme
konstatovat, Ze hodnoty obsahu iont krevni plasnd pstruha duhového jsou ovlismy mnoha
metodickymi i individualnimi faktory. Na zakladzjistnych hodnot v porovnani s literaturou ale
mizeme vylodit pasobeni patologickych vliv pisobicich na ryby ¢hem naSeho vyzkumu.
V literature neni zminka o normalnich hodnotach obsatkolika nami analyzovanych ioint(Cl,
Fe). NaSe pracetipesla nové informace o normélnich hodnotach obsahti v krevni plasm
zdravych pstrutn duhovych chovanych v podminkéach intenzivni akviakyl
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Zmeény biochemického sloZeni krevni plasmy ryb je &vovlivnéno dalSimi faktory jako stress,
chemikélie (Manera and Britti 200Rehulka a Parova 2000a, 2000b; Veligtlal. 2008; Velisek

et al. 2009) a pohlavi ryb Rehulka a Min&k, 2008). Obsah véapniku a fosforu dosahoval
nejvysSich hodnot v &t kdy ryby gijimaji nejvice krmiva, coz bylo potvrzeno i naSiuyisledky.

V literature neni dostatek dat k porovnani vlivu fyzikalnickhhemickych viivi na slozeni krevni
plasmy pstruf duhovych. Obechpievazuje nazor, ze hlavnim zdrojem elektriblpro udrzeni
acido-bazické rovnovahy pstruha duhového je potrava

Pstruzi Zijici v hypoosmotickém préstli kompenzuji nedostatek elektrdlyfejich aktivnim
ptijmem pes zaberni epitel a vylavanim velkého mnozstvi vody ledvinamiilBzitost gjmu
iontd v potra¥ se zvySuje s rostouci hodnotou pH, kdy j§em sodiku a chloritl Zebernim
epitelem omezen (D"Cruz and Wood, 1998).

ZAVER
NaSe vysledky potvrdily hypotézu, ze fyzik&lohemické parametry vody maji zmg vliv na
obsah ioni v krevni plasni ryb a zarové naznauji, Zze tento vliv mize byt mnohemfietelrgjsi,

nez jsme si five mysleli. Hypotéza o vlivu pouZité technologieoeu (recirkulace vs. ptocny
systém) nebyla potvrzena.

Vzhledem k dneSnim znalostem zahrnujicim obsahi ierkrevni plasm ryb a jejich kolisani
ovlivnéném fadou vnitnich a vijSich faktofi, musime toto zohlednittpklinické interpretaci
laboratornich vysledk Aby bylo mozné rozlisit fyziologické a patologikolisani obsahu ioint

v krevni plasni ryb, budeme pétbovat je§t mnoho dalSich informaci, abychom gilir
individualni variabilitu &chto hodnot. NaSe studi¢guipoklada, Ze slozeni krevni plasmy ryb bude
patit k cennym hodnotam laboratorniho vyget, pokud budeme schopniciira interpretovat
vycerpavajici souhrn fyziologickych odp#li organismu. Poznani normélnich hodnot obsahi iont
v krevni plasni ryb a vlivu fyzikalré chemickych parametrvodniho prosedi na tyto hodnoty by
mohlo do budoucna napomoci k optimalizaci iontawménovahy rybihoda pomoci zniny slozeni
vody. To by mohlo pomoci zamezit nasimym ztratdm ryb vlivem oslabeni jejich organismu
fyziologickou nevyrovnanosti.
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