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1 Cil

1.1 Co je cilem projektu

Cilem projektu bylo vylepsit chovny proces zaclenénim preventivnich koupeli (kuchynska
stl-NaCl, kys. peroctova-KPO) do vybranych rizikovych fazi odchovu a posoudit jejich efektivitu
v porovnani s kontrolnimi skupinami neosetienych ryb. Vybér protektivnich latek (NaCl, KPO)
byl proveden na podkladé ekonomické dostupnosti a zkuSenosti s efektivitou téchto
pripravkd. V pribéhu projektu byla provedena fada dlouhodobych i kratkodobych koupeli
v KPO a NaCl u rtiznych vékovych kategorii ryb v jednotlivych fazich chovného procesu kapra.
Po kazdé koupeli bylo provedeno zdravotni vySetreni ryb a byl zhodnocen efekt pouzité davky
na parazitarni osidleni oSetfenych ryb. V zavéru testu byly vyhodnoceny ziskané vysledky
parazitarniho vysetfeni po prodélanych koupelich a pro jednotlivé vékové kategorie byla
vyhodnocena efektivita a ucelnost aplikovanych davek pfipravkl(. Vysledky projektu
v budoucnosti mohou rybarské praxi poslouzit k vhodnému vybéru typu a davky pouzitelného
protektivniho pripravku a tim predejit vyraznéjSimu rozvoji infekénich onemocnéni kapra
obecného, a nasledné i ke zvySeni zdravotni prosperity testovanych kategorii ryb.

1.2 V ¢em spociva inovativnost technologie

Projekt byl zaméren na inovaci chovného procesu kapra obecného pomoci zaclenéni
neinvazivnich protektivnich koupeli tak, aby maximalné snizily nenadalé, narazové ztraty v
odchovu. Nejefektivnéjsi feseni aplikace protektivnich latek v rizikovych obdobich odchovu
jsou aplikovatelnd i v jinych provozech zaméFenych na chov kapra obecného. Reseni projektu
navazalo na tfi jiz vyfeSené pilotni projekty (CZ.1.25/3.4.00/09.00537 Technologie chovu
lososovitych druhl ryb s vyuZitim novych preventivnich a terapeutickych postupy;
CZ.1.25/3.4.00/11.00389 Vyuziti kyseliny peroctové v technologii chovu kapra obecného
(Cyprinus carpio L.) a CZ.1.25/3.4.00/13.00449 - VyuZiti kyseliny peroctové v rybnicnich
akvakulturach a pfi transportu ryb), které identifikovaly nékteré problémy spojené s aplikaci
kyseliny peroctové. Protektivni ucinky KPO zde byly doplnény o preventivni koupele ryb v NaCl
a to hlavné v systémech s problematickym uplatnénim KPO (napf. nadrze se stalym pridtokem
vody bez moznosti dlouhodobéjsi aerace, chovné nddrze bez stabilniho dohledu obsluhujiciho
zaskoleného personalu). NaCl tedy slouzila pfi feSeni projektu jako referencni a bézné
vyuzivana latka k antiparazitalnim zasahlm pfi odchovu ryb. Projekt se tykal inovace
technologie chovu kapra obecného, ktera je Setrna k Zivotnimu prostredi a ktera efektivné
predchazi zhorsenému zdravotnimu stavu ryb v kritickych fazich chovného procesu kapra
obecného.

1.3 Proc je nutna inovace, ktera je predmétem projektu
Dobry zdravotni stav ryb je jednim z limitujicich faktor( kvalitniho odchovu. Zakladnim
predpokladem dobrého zdravotniho stavu je dodrZovani zoohygienickych podminek. Pri
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rozvoji podminek vhodnych pro plsobeni infekénich Cinitelll je Zadouci mit nastavena takova
preventivni opatreni, kterd budou minimalizovat rizika zvySenych ztrat ryb.

V prabéhu odchovu kapra obecného se stale opakuji situace zvySenych ztrat ryb v
rizikovych obdobich souvisejicich se zménou chovnych podminek a zvyseného stresu ryb, jako
jsou: odlovy, transporty, brakovani atd. RovnéZ pro potravinové druhy ryb neexistuji Zadna
registrovana antiparazitika s jasnym davkovanim a potreba jistych |éCebnych alternativ je tedy
pro rybarskou praxi vice nez zadana. Vzhledem k sloZité eradikaci jiz rozvinutych infekci u ryb
byl v predkladané technologii kladen vysoky dlraz na prevenci dostupnou pro jakykoliv
rybarsky subjekt zabyvajici se chovem kapra obecného. Za pomoci zaclenéni cilené prevence
do chovného procesu kapra obecného pak miizZe dojit k prokazatelnému zlepSeni prosperity a
zdravotniho stavu odchovdvanych ryb a tim i ke zvyseni efektivity produkce.

2 Uvod

Dobry zdravotni stav ryb je jednim z limitujicich faktord kvalitniho odchovu. Zakladnim
prfedpokladem dobrého zdravotniho stavu je dodrzovani zoohygienickych podminek.
Jednotlivé slozky Zivotniho prostiedi ryb pulsobi soucasné a vzdjemné se ovliviiuji. Pro
organismus ryby i plivodce onemocnéni vytvareji vice ¢i méné vhodné podminky. Pfi rozvoji
podminek vhodnych pro pUsobeni infekénich Cinitelll je Zadouci mit nastavena takova
preventivni opatreni, kterd budou minimalizovat rizika zvySenych ztrat ryb.

V prlibéhu odchovu kapra obecného se stdle opakuji situace zvySenych ztrat ryb v
rizikovych obdobich souvisejicich se zménou chovnych podminek a zvySeného stresu ryb, jako
jsou: odlovy, transporty, brakovani atd. V téchto situacich je Zadouci zaradit do chovného
procesu preventivni koupel minimalizujici trend rozvoje pritomnych infekénich agens. Vybér
protektivnich latek (NaCl, KPO) byl proveden na podkladé ekonomické dostupnosti a
zkuSenosti z efektivitou téchto pfipravka.

NaCl ma prokazany ucinek v boji proti parazitarnim infekcim (protozodzy, monogenedzy)
a plisnovym infekcim, ¢asteCny efekt byl prokazan i na bakteridlni infekce a povrchové
zaplisnéni poranénych ryb. PouzZiva se ve formé kratkodobych i dlouhodobych koupeli.
NezatéZuje Zivotni prostfedi a je mozné ji pouzit u potravinovych druhl ryb (Miron a kol.,
2003).

KPO je velmi vyhodna zejména z dlvodl minimalniho zatiZeni Zivotniho prostfedi spolu s
Sirokym spektrem ucinnosti zahrnujici dezinfekcni, fungicidni, baktericidni, sporocidni a podle
nékterych autord i antiparazitarni efekt (Stoskopf, 1993; Verner-Jeffreys a kol., 2009; Zuskova
a kol., 2011). KPO je latka, u které neni nutné stanovovat MRL a v odlivodnénych pfipadech ji
Ize vyuZit u potravinovych zvirat. Z vyse uvedenych ddvodUl jsou tedy preparaty vhodné pro
pouZiti u potravinovych druh( ryb.
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3 Provedené pokusy a testy

V prabéhu reseni tohoto projektu ¢. CZ.10.2.101/2.1/0.0/19_016/0000983 ,,Protektivni
koupele ryb v rizikovych fazich odchovu kapra obecného (Cyprinus carpio L.)“ byly
realizovany laboratorni i provozni pokusy zamérené na odzkouseni u¢innych aplika¢nich davek
kyseliny peroctové (KPO) a NaCl v chovném procesu kapra.

Laboratorni pokusy

3.1. Testy toxicity s NaCl a KPO

3.1.1. Metodika

S testovanou latkou NaCl byly provedeny nasleduijici testy toxicity:
e test akutni toxicity na rybach - proveden podle standardné operacniho postupu SOP 01,

ktery vychazi z normativnich postupd CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod — Stanoveni akutni
letalni toxicity latek pro sladkovodni ryby /Brachydanio rerio Hamilton Buchanan
(Teleostei, Cyprinidae)/ Cast 2: Obnovovaci metoda, OECD 203 Fish, Acute Toxicity Test
e  Akutni imobilizacni test na perloockdch Daphnia magna - proveden podle standardné

operaéniho postupu SOP 02, ktery vychazi z normativnich postupd CSN EN 1SO 6341
Jakost vod — Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)
e Zkouska inhibice rustu sladkovodni fasy Desmodesmus subspicatus - proveden podle

standardné operacniho postupu SOP 03, ktery vychazi z normativnich postup CSN EN
ISO 28692 Jakost vod — Zkouska inhibice rlstu sladkovodnich fas Desmodesmus
subspicatus a Pseudokirchineriella subcapitata

e Test inhibice ristu korfene horcice bilé (Sinapis alba)- proveden podle standardné

operacniho postupu SOP 04, ktery vychazi z postupu podle Metodického pokynu €. 6
odboru odpadd MZP ke stanoveni ekotoxicity odpadd (véstnik MZP ¢. 6/2003)

S testovanou latkou Persteril 15%, ktery obsahuje kyselinu peroctovou (CH3sCOzH), hydrogen
peroxide (H202) a kys.octovou (CH3CO2H byly provedeny nasledujici testy toxicity:
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e test akutni toxicity na rybach (kaprovi obecném) - proveden podle standardné

operaéniho postupu SOP 01, ktery vychazi z normativnich postup(i CSN EN ISO 7346-2

Jakost vod — Stanoveni akutni letdIni toxicity latek pro sladkovodni ryby /Brachydanio

rerio Hamilton Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/ Cast 2: Obnovovaci metoda, OECD 203

Fish, Acute Toxicity Test

3.1.2. Vysledky

Koncentrace Persterilu 15%, pfi které béhem 96 h uhynulo 50 % testovanych organismi

kapra obecného (= 96hLC50) byla 10,1 mg/l, z cehoZ plyne, Ze 96hLC50 kyseliny peroctové

odpovida 1,5 mg/I. Dalsi vysledky testu toxicity z predchozich projektd jsou uvedeny v tab. 1.

Tab.1: Vysledky test(l toxicity Persterilu 15% s obsahem kyseliny peroctové (doplnéné i o dalsi

dllezité vodni organismy testované v pfedchozich projektech)

Nazev testu

Pouzity organismus

Vysledek (mg/l kys. peroctové)

Test akutni toxicity

Cyprinus carpio

96hLC50 =1,5

Akutni imobilizaéni test

Daphnia magna Straus

48hEC50 =2

Inhibi¢ni test

Desmodesmus subspicatus

72hIC50=4

Tab.2: Vysledky testl toxicity NaCl

Nazev testu

Pouzity organismus

Vysledek (mg/l kys. peroctové)

Test akutni toxicity

Cyprinus carpio

96hLC50 = 10 000

Akutni imobiliza¢ni test

Daphnia magna Straus

48hEC50 =4 320

Inhibicni test

Desmodesmus subspicatus

72hIC50 > 100

Inhibicni test

Sinapis alba

72hIC50 = 10 000

3.1.3. Zaveér

Na podkladé provedenych testu a z hlediska specialnich rizik Ize kys. peroctovou dle zakona

¢. 356/2003 Sh., o chemickych latkach a pripravcich ve znéni pozdéjsich predpisd a jeho

provadéci vyhlasky ¢. 389/2008 Sb. oznacit vétou R51: toxicky pro vodni organismy (1 mg/I <
LC50 (EC50, ErC50) < 10 mg/I) a NaCl oznacit vétou R52: skodlivy pro vodni organizmy.
NaCl ma vysoky terapeuticky index, zatimco kyselina peroctovd ma velmi nizky

terapeuticky index vyjadrujici méritko bezpecnosti |éCiva. Terapeuticky index je pomér davky

lécebného Cinidla, ktera vyvolava lécebny ucinek, k davce zpUsobujici hyn. Je vyhodné mit u

|éCiva co nejvyssi terapeuticky index; jinak receno, aby prah toxicity byl co nejvyssi oproti

ucinné lécebné davce, a tim se minimalizovaly negativni uc€inky ndhodného predavkovani.

Z tohoto duvodu je pfi aplikaci KPO nutné presné dodriovat uréené davky, aby nedoslo

k pfedavkovani a toxickym dhynim!

Priloha 5.1 Protokoly k provedenym testim toxicity
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3.2 Testy tolerance NaCl

3.2.1. Metodika

Na modelovych rybach Poecilia reticulata byla testovana snasenlivost vicéi vybranym
koncentracim chloridu sodného (NaCl) spolu s rliznou délkou trvani téchto koupeli. Do 4 nadrzi
o objemu 2 litry byly pfipraveny koupele s pouzitymi koncentracemi NaCl odpovidajici
koncentraci 20 g/lI, 30 g/l, 50 g/I, 100 g/I. Do kazdé nadrZe bylo nasazeno 9 ks ryb. Délka
expozice jednotlivych koupeli byla 5, 10 a 30 minut. Po zvolené dobé expozice byly vidy 3 ks
odloveny do cisté vody a sledovany dalSich 48 hodin. Teplota lazné byla 20°C.

3.2.2. Vysledky

Chovani ryb v priibéhu koupele:

V koncentraci 50 g/l se po 5 min. expozice ryby drzi spiSe v horni poloviné nadrze, po 30
minutach uhyn 1 ks, 2 ks v bocni poloze. V koncentraci 100 g/l se od pocatku expozice ryby
drzi u hladiny, po 5 minutach 1 ks uhyn, 2 ks v bocni poloze. Po preloveni do Cisté vody se
béhem nasledujici hodiny ryby vzpamatovaly. Zbytek ryb (6ks) po expozici 10 min. uhynul (viz
tab.3).

Tab.3: Mortalita ryb béhem koupele

Koupel - expozice 5 minut 10 minut 30 minut
koncentrace
20 g/l 0 0 0
30 g/l 0 0 0
50 g/I 0 0 1
100 g/I 1 6 -

Chovani ryb v nasledujicich 48 hodinach po koupeli:

Ryby, které byly vystaveny koncentraci 50 g/l byly na konci 30 min. expozice témér
apatické, bez reakce na podrazdéni, ale v Cisté vodé se vzpamatovaly a reagovaly normalné na
krmivo a spontanné jej prijimaly. Ryby z koncentrace 100 g/I, které byly po 5 minutové expozici
preloveny, se do 1 hodiny pobytu v Cisté vodé vzpamatovaly a chovaly se normalné.
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Tab.4: Mortalita ryb po preloveni do Cisté vody v pribéhu ndsledujicich 48 hodin (pokud neni
uvedeno jinak, do kazdé nadrze nasazeny 3 ryby)

Koupel - expozice 5 minut 10 minut 30 minut
koncentrace

20 g/l 0 0 0

30 g/l 0 0 0

50 g/I preloveny 2 ks
0 0 0

100 g/I preloveny 2 ks
0 - -

3.2.3. Zaver

Ryby v nizsich testovanych koncentracich NaCl (20 g/l a 30 g/I) snasely koupele bez znamek
naruseni chovani, rovnéz 48 h po koupelich nevykazovaly ryby zadné zjevné problémy
snasenlivosti. Dalsi 2 zvolené vyssi koncentrace (50 g/l a 100 g/I) uz chovani ryb narusily nebo
primo zpUsobily uhyn exponovaného organismu. Pro kratkodobé koupele NaCl nepresahujici
30 minut Ize tedy doporucit maximalni koncentraci 30 g/I.

3.3 Testovani vilivu NaCl a KPO na parazitdrni osidleni, hematologické a
biochemické ukazatele.

3.3.1. Metodika

Pro experiment byla vyuZita pokusna akvaria v mistnostech Laboratore vodni toxikologie a
ichtyopatologie. Pokus probihal v prosinci 2020. Pfed zacatkem experimentu byla akvaria
vydezinfikovana pripravkem s 5% obsahem chlornanu sodného a dlkladné ocisténa vodou.
Pro experiment bylo vyuZito 5 tristalitrovych akvarii naplnénych vodou do % objemu.
Experiment probihal za stadlych podminek prostfedi pfi priimérné teploté vody 15 °C za
pfitomnosti aerace v podobé vzduchovacich kaminkl. Pfi experimentu nebyla pouZita zadna
umeéla svitidla a probihal tedy podle aktualnich svételnych podminek odpovidajicich zimnimu
obdobi (prosinec). Do experimentu bylo nasazeno 58 ks kapra obecného (Cyprinus carpio L.) o
pramérné hmotnosti 42 g z terénnich podminek. Ryby byly po dobu 1 dne aklimatizovany
ve spolené vkadi o objemu 500 I. Pfed samotnym pokusem bylo hematologicky a
parazitologicky vySetfeno 8 ks ryb. Zbylé ryby byly rozdéleny po 10 kusech do 5 akvarii a byly
po dobu 8 dnl vystaveny ucinklm chloridu sodného nebo kyseliny peroctové (KPO), a to
nasledovné:

e Kontrola - ryby ponechany v cisté vodovodni vodé

e NaCl 2 - ryby exponovany 2g/I NaCl

e NaCl 5 - ryby exponovany 5g/I NaCl
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e KPO 1 -ryby exponovany 1mg/l KPO 2x denné

e KPO 10 - ryby exponovany 10mg/l KPO jednorazové

Aplikace 2 a 5 g/l NaCl byla provadéna obden bezprostfedné po vyméné poloviny objemu
vody v akvdriu. Aplikace 1mg/I KPO probihala 2x denné, vidy v 9:00 a 16:00, zatimco aplikace
10mg/l KPO probéhla jednorazové scilem vysledovat citlivost ryb vici takovéto silné
jednordzové davce. Pro pripravu koupele u skupiny KPO 1 a KPO 10 byl pouZit pripravek
Persteril 15 v deklarovaném slozeni: KPO 14-17 %; H,02 20-25 %; kys. octova max. 20 %, kys.
sirovd max. 1 %.

Fyzikalni vlastnosti vody byly denné méreny pfistrojem MultiLine P4 od vyrobce WTW.
Zaznamenavany byly hodnoty pH, teploty vody(°C), koncentrace kysliku (mg/1) a nasyceni vody
kyslikem (%).

Po 8denni expozici byla rybam odebrana krev, nasledné byly usmrceny zastfihnutim a
prerusenim michy za hlavou a bylo provedeno jejich parazitologické vysetreni a odbér hibetni
svaloviny.

Odbér krve byl proveden pomoci heparinizovanych injekcnich sttikacek z ocasni cévy (vena
caudalis). Takto odebrana krev byla zpracovana podle metodiky Svobodové a kol. (2012).
Stanoveni hematologickych parametrl probéhlo neprodlené po odebrani vzorkl. Krevni
plazma byla bezprostifedné po odbéru zamrazena na — 80 °C a skladovana do doby provedeni
biochemickych analyz.

Hematologické vysSetreni bylo metodicky provedené dle Svobodové a kol. (2011). V ramci

hematologickych analyz byly stanoveny nasledujici parametry: RBC (pocet erytrocytl), WBC
(pocet leukocytll), Hb (mnoiZstvi hemoglobinu), PCV (hematokrit), MCV (stfedni objem
erytrocytll), MCH (stfedni obsah hemoglobinu v erytrocytu), MCHC (stfedni barevna
koncentrace).

Biochemické vySetfeni krevni plazmy ziskané odstfedénim krve v odstfedivce

Microcentrifuge MPW-55 pfi 14 000 otackach po dobu 3 minut. Separovana plazma byla do
doby biochemické analyzy uloZzena v mrazicim boxu pfi teploté -80°C. Biochemické indikatory
byly stanoveny na biochemickém analyzatoru VETTEST 8008 (IDEXX Laboratories Inc. U.S.A.,
firmy Medisoft). Pristroj pracuje na principu suché chemické a kolorimetrické analyzy.
Vyhodnoceni probihd na selektivnich testovacich discich (Multi — laier film slides, Kodak),
laserovym ¢tenim bar kodG. Stanoveny byly nasledujici parametry: glukdza (GLU),
celkové bilkoviny (TP), albuminy (ALB), alanin  aminotransferdza  (ALT), aspartat
aminotransferaza (AST), laktat dehydrogenaza (LDH), triacylglyceroly (TRIG) a amoniak (NH3).

Parazitologické vySetieni bylo provedeno po odbéru krve. Postup tohoto vysetieni byl

stejny u vSech zkoumanych jedinc(. Pomoci skalpelu byla jednim tahlym pohybem setfena
kGZe pod hrbetni ploutvi (koZni stér) a po umyti skalpelu byl setfen prvni Zaberni oblouk od
chrupavky aZ po konec Zabernich listk( (Zaberni stér). Tyto vzorky byly umistény na podlozni
sklicko, byla pfidana kapka vody a byly prekryty krycim sklickem. Takto zhotoveny preparat
byl pfipraven na determinaci rybich parazitli pomoci mikroskopu pfi 40 az 100x zvétSeni. Byla
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vyhodnocena prevalence (%) a primérny stupen intenzity nalezenych druh( infekci (viz tab.5)
vypocteny pouze z infikovanych ryb.

Tab. 5: Determinace stupné parazitarni infekce na stupnici 0-4

Oznaceni Slovni hodnoceni Jiné oznaceni Nalezené mnoistvi
0 bez nalezu bez 0 ks
1 ojedinéle 0j. 1-3 ks
2 mirnad infekce + 3-7 ks
3 stfedni infekce ++ 7-14 ks
4 silna infekce +++ > 14 ks

Dale byly u vSech skupin odebrany vzorky svaloviny a jater uréené pro stanoveni
pfipadnych rezidui aplikovanych latek. Urcovani rezidui bylo provedeno nasledovné:
K pfiblizné 0,5 g vzorku svalu v Eppendorfové zkumavce byl pfidan vnitfni standard, extrakéni
¢inidlo (acetonitril a isopropanol, 1:1) a homogenizacni kulicka. Vzorek byl homogenizovan
(1800/min; 10 min) a centrifugovan (9600 x g; 10 min; 4 °C). Supernatant byl filtrovan
(celuldzovy filtr; 0,45 um) a uloZzen do mrazaku do -20 °C na 24 hod. Poté byl supernatant
vyndan, rozmrazen a znovu centrifugovan. Alikvétni podil byl odpipetovan do vialek.
Rezidualni koncentrace pfipravku Persteril 15% byly méreny kapalinovou chromatografii
s hybridni tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/HRMS).

Vysledky hematologickych a biochemickych rozborl byly vyhodnoceny a porovnany
statistickym programem STATISTICA (verze 8.0 pro Windows, StatSoft) za pouziti
dvoucestného ANOVA testu a byly zde vyhodnoceny statisticky vyznamné rozdily na hranici
vyznamnosti (P<0,05 a P<0,01).

3.3.2. Vysledky

MORTALITA

Béhem pokusu doslo ve skupiné KPO 10 k uhynu 3 ks ryb, a to 3hodiny po aplikaci. Zbylé
ryby byly pfeneseny do Cisté vody do konce pokusu. V dalSich skupinach nebyl zaznamenan
zadny uhyn béhem pokusu.

HEMATOLOGIE

Hodnoty hematologickych ukazatell se u jednotlivych skupin neliSily. Jediny statisticky
vyznamny rozdil (P<0,05) byl zaznamendn u hematokritu, kde se liSila inicidlni kontrolni
skupina od skupiny KPO 1. NizSi hodnoty byly zaznamenany rovnéz u hemoglobinu ve
skupinach KPO 1 a KPO 10, kde ale snizeni nebylo statisticky vyznamné (tab.6).
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Tab.6: Hematologické parametry kapra obecného po expozici ryb NaCl a KPO.

Parametr | Kontrola pred NaCl 2 NacCl 5 PAA 10 PAA1 Kontrola
(jednotky) | x *SD (n=6) X £ SD (n=6) X £ SD (n=6) X £ SD (n=6) X +SD (n=6) X +SD (n=6)
RBC (T/l) | 1,44+0,17° 1,47 £0,12° 1,38 £0,29° 1,47 £0,34° 1,33 £0,24° 1,48 £ 0,27°
WBC (G/l) | 44,94 +13,79° | 67,29+21,79° | 53,71+12,81° | 51,93+14,24° | 52,5+13,76° | 53,07 +15,81°
PCV (I/1) | 0,32+0,02° 0,29+0,02®® | 0,2740,05°® | 0,28 +0,02? 0,26 + 0,04° 0,29 + 0,04%
Hb (g/1) | 76,22+10,75° | 71,87 +4,76° | 74,13+ 14,06° | 67,97 +15,48" | 68,59 +9,25? 71,41 +9,64°
MCV (fl) |224,60 +19,89 | 199,71 + 17,907 | 201,38 + 20,367 | 196,89 + 37,97 | 201,22 + 43,48 | 199,43 + 25,742
MCH (pg) | 53,18 +7,22° | 48,97 +3,54° | 54,49 +6,75% | 47,68 +14,93° | 52,76+ 9,80° 49,34 + 7,89°
MCHC (I/1) | 0,24 +0,03? 0,25 +0,01° 0,27 £ 0,02° 0,24 +0,05° 0,26 +0,01° 0,25 +0,01°

*QOdlisna pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05. Pro lepsi prehlednost jsou
tyto zmény zvyraznény Zzlutou barvou.

BIOCHEMIE

V biochemickém profilu doslo k statisticky vyznamnému (P<0,05) zvySeni aktivity ALT, AST
a LDH u skupin KPO1 a KPO10 v porovnani s kontrolami. Hodnoty NH3 v plazmé byly u téchto
skupin (KPO1 a KPO10) rovnéz v porovnani s kontrolami vyznamné vyssi. VSechny namérené
hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7.

Tab.7: Biochemické parametry kapra obecného po expozici ryb NaCl a KPO.

Parametr Kontrola pred NaCl 2 NacCl 5 KPO 10 KPO 1 Kontrola

(jednotky) x £ SD (n=7) X £ SD (n=7) x £ SD (n=7) x £ SD (n=7) x £ SD (n=7) x *SD (n=7)
Glu (mmol/l) 2,69 £ 0,60° 2,76 £0,28° 2,68 £0,72° 2,83 +£0,48° 2,63 +£0,25°% 2,70 £ 0,24°
ALB (g/1) 4,38 +1,06° 3,71+£1,38° 4,57 £0,98° 4,43 £1,27° 4,29 +1,60° 4,29 +1,50°
TRIG (mmol/l) 1,62 £0,33° 1,56 £0,52° 1,49 £ 0,33° 1,61 +£0,51° 1,59 £ 0,24° 1,53 £0,24°
TP (g/1) 35+1,77° 35,57 +1,51° 35,71 £ 2,36° 34,29 +£3,35° | 35,86+2,41* | 34,57 +2,57°
ALT (ukat/I) 0,44 £0,13° 0,45 £0,16° 0,43 £0,14° 0,76 £ 0,23° 0,76 £ 0,13° 0,43 £0,13°
AST (ukat/1) 1,74 +0,30° 1,77 +0,68? 1,64 +0,38° 3,18 + 0,46° 3,07 +0,48° 1,76 £ 0,512
LDH (pkat/I) 14,48 + 0,86° 15,14 £ 2,52° 14,63 + 1,96 18,27 +1,04* | 18,16 +0,80° | 14,36 + 0,642
NHs (umol/l) 264,38 £ 55,32 | 269,29 + 45,297 | 249,14 + 28,777 | 342,50 + 22,21° | 356 + 34,21° | 256,86 + 30,25°

*Qdlisna pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05. Pro lepsi prehlednost jsou
tyto zmény zvyraznény Zlutou barvou.

PARAZITOLOGIE - KUZE
Parazitologicky byly na k(zZi nalezeny 3 parazitarni druhy— Apiosoma sp., Trichodina sp.

a Gyrodactylus sp.. Posledni jmenovany zabrohlist byl nalezen osamocené jen u jedné ryby,
proto byl z celkového parazitdrniho hodnoceni vyloucen.
Vyrazného |éCebného efektu bylo dosazeno u infekce Apiosoma sp., kde doslo

k eliminaci tohoto parazita u vSech skupin. U infekce Trichodina sp. byla ucinna aplikace
KPO 1iKPO 10, zatimco sul - NaCl 2 byla bez efektu a NaCl 5 tcinkovala spiSe jako udrZovaci
koupel zabranujici dalSimu pomnozZeni tohoto parazita (tab. 8).
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PARAZITOLOGIE - ZABRY
Na zabrach byli nalezeni paraziti Trichodina sp. a Dactylogyrus sp.. Vysetfeni Zaber
potvrdilo eliminaci trichodindzy u skupin KPO 1, KPO 10 a NaCl 5, zatimco skupina NaCl 2
byla bez efektu. Terapeutického efektu bylo dosazeno u Zzabrohlista Dactlogyrus sp. u
skupin KPO 10 a NaCl 5. Vysledky vsak vzhledem k nizkému stupni prevalence nejsou u
tohoto parazita dostatecné prokazatelné (Tab. 8).

Tab.8: Prevalence (%) a primérny stupen intenzity parazitarni infekce infikovanych ryb (0-4) u
vsech testovanych skupin (n=7).

Prevalence / stupen infekce 0-4
. (%) (primérny stupen infekce na skupinu)
Skupina o =7
KUZE ZABRY
Trichodina sp. Apiosoma sp. Trichodina sp Dactylogyrus sp..

K 71/2 57/1,3 86/1,2 57/1,5
NaCl 2 100/1,6 0/0 86/1,7 43/1
NaCl 5 14/1 0/0 0/0 0/0
KPO 10 0/0 0/0 0/0 0/0
KPO 1 0/0 0/0 0/0 43/1

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén zlutou barvou.

Ve vySetfovanych vzorcich svaloviny a jater nebyla nalezena rezidua Zzadné z obsahovych
latek Persterilu 15%, tudiz i pro konzumni druhy ryb lze preparat povaZovat za bezpecny
z hlediska potencialni kumulace obsahovych latek.

Tab.9: Rezidua Persterilu (ng/g) ve svaloviné kapru.

tkan  skupina koncentrace Persterilu cetnost LOQ
[ng/g] [ng/g]
sval  Kontrola 0.15 +0.032 0/7 0.27-0.36
KPO 1 0.17 £ 0.04° 0/7 0.25-0.33
KPO 10 0.13 +0.05? 0/7 0.26-0.38
jatra  Kontrola 0.18 +0.02? 0/7 0.30-0.38
KPO 1 0.18 + 0.04° 0/7 0.19-0.24
KPO 10 0.11 + 0.04° 0/7 0.22-0.28

Koncentrace ... primér + SD, vysledky <LOQ =% LOQ.
Statistika ... neparametrické testy, p<0,05, vysledky <LOQ = % LOQ.
Cetnost ... pocet pozitivnich/viech vzorkd.

LOQ ... limit of quantification (limit kvantifikace)
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3.3.3. Zavér

Vzhledem k mortalité ryb (3ks) po jednorazové aplikaci KPO 10 (10mg/l) je tato déavka, byt
jednorazova, v praxi nepouzitelnd. Namérené hodnoty hematologickych a biochemickych
ukazatel( se u vsech skupin pohybovaly ve fyziologickém rozmezi daného druhu. Zvysena
aktivita jaternich enzym spolu se zvySenym obsahem NHs v plazmé u skupin KPO 1 a KPO 10
naznacuje schopnost KPO ovlivnit jaterni funkci. NHs; je metabolizovan v Krebsové cyklu
v jatrech a aktivity enzym0 ALT, AST a LDH rovnéz poukazuji na ovlivnéni jater. Zvyseni aktivity
LDH 10 az 20 krat (s tim, Ze LDH>AST>ALT) pak indikuje akutni selhdni jater, hepatodystrofii a
toxické poskozeni jater. Nase enzymatické hodnoty vzrostly na 1,2 (pro LDH) az 2 (pro ALT a
AST) nasobek hodnot kontrolnich skupin, coz je pro tydenni pouziti KPO pfrijatelné a bezpecné.
Lze tak konstatovat, Ze aplikacni schéma zbylych tri skupin — NaCl 2 (2 g/1), NaCl 5 (5 g/l), KPO
1 (1 mg/l) ma minimalni nebo Zadny negativni vliv na zdravotni stav kapra obecného z hlediska
zmén hematologickych a biochemickych parametrl. Z parazitologického pohledu se pak
nejefektivnéji projevily skupiny KPO 1 a NaCl 5, kdy KPO 1mg/I| je |épe vyuZitelna pfi vyskytu
protozoalnich parazitQ (Trichodina sp., Apiosoma sp.), zatimco NaCl 5g/I ucinkuje |épe na
vicebunécné parazity Zaber (Dactylogyrus sp.).

Provozni pokusy

3.4 Provozni vicedenni koupele v NaCl a KPO

3.4.1. Metodika

Do 3 prito¢nych haltyfd o objemu 10 m3 bylo nasazeno vidy 15 ks ryb pochazejicich
z jarnich, letnich nebo podzimnich odlovl. Zhruba do tydne od nasazeni byl do jednotlivych
haltyr( denné aplikovan Persteril 15%, NaCl a jeden haltyr byl ponechan jako kontrolni bez
ptipravku (obr.1). Pfed aplikaci byl zhruba na 2 hodiny zastaven pratok, aby aplikované latky
mohly ucinkovat. Po sedmi dnech aplikace byly ryby odloveny a bylo provedeno
parazitologické vysetieni klize a Zaber, a to nasledovné: pomoci skalpelu byla jednim tdhlym
pohybem setfena klze pod hrbetni ploutvi (koZni stér) a po umyti skalpelu byl setfen prvni
Zaberni oblouk od chrupavky aZz po konec Zabernich listk(i (Zaberni stér). Tyto vzorky byly
umistény na podlozni sklicko, byla pridana kapka vody a byly prekryty krycim sklickem. Takto
zhotoveny preparat byl pfipraven na determinaci rybich parazitd pomoci mikroskopu pfi 40 aZ
100x zvétseni. Byla vyhodnocena prevalence (%) a stupen intenzity (priimérny pocet parazitQ
na rybu) nalezenych druh( parazitarnich infekci (viz tab.5). Tento typ testu byl v pribéhu
projektu proveden celkem 8krat, a to 5 x s trzni kategorii kapra a 3 x na kapfim pladku. Kazdy
test byl lehce modifikovan s cilem dosahnout co nejlepsiho efektu.
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Obr.1: Schématické znazornéni pokusnych haltyrl pritokové vody

PRITOK

I

3.4.2. Vysledky

Plidek— testy provedené na pladku jaro

Test 1 - Plidek: Primérnd hmotnost nasazenych ryb byla 37+17 g. Do haltyr( byla
aplikovana KPO 1mg/I ve formé Persterilu 15%, NaCl 5g/I a kontrolni haltyf byl ponechan bez

aplikace. U prvniho testu byla kontrolni skupina umisténa hned v prvnim haltyfi u pfitoku, coz
mohlo zkreslit vysledky testu, protoze pfritékajici voda byla bohata na plankton a pfirozenou
potravu, a to vyznamné posililo obranyschopnost pfechovavanych ryb z kontrolni skupiny.
Parazitologicky bylo vySetfeno 10 ryb z kazdé skupiny. Vysledky parazitologického vysetreni
jsou uvedeny v tab. 10. V pokusnych skupinach byl na Zabrach zaznamenan jesté ojedinély
nalez Zabrohlista Dactylogyrus sp. (NaCl 5), kozovce Ichtyophthirius multifiliis (KPO 1) a
nalevnika Ambiphrya sp. (KPO 1).

Tab.10: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=10)
po 7 denni expozici. Zaznam infekci s prevalenci > 10 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
. (%) (prmérny stupen infekce na skupinu)
Skupina o =7
KUZE ZABRY
Trichodina sp. Trichodina sp. Gyrodactylus sp.

K 50/1,2 40/1 0/0
KPO 1 50/1 30/1 40/1
NaCl 5 30/1 70/1,1 50/1,2

Test 2 - Pladek: Priimérna hmotnost nasazenych ryb byla 34+12 g. Do haltyri byly tentokrat
aplikovany dvojndsobné davky, a to KPO 2 mg/l ve formé Persterilu 15%, NaCl 10 g/l a
kontrolni haltyf byl ponechan bez aplikace. Test byl metodicky proveden dle obr. 1. Pfitokova
voda pochazela ze zarybnénych lokalit, chudd na pfirozenou potravu. Parazitologicky bylo
vySetieno 10 ryb z kazdé skupiny. Vysledky parazitologického vysetreni jsou uvedeny v tab.
11. Vtestovanych skupinach byl na kazi a Zabrach zaznamenan jesté ojedinély nalez
Zabrohlista Gyrodactylus sp. (K) a nalevnika Epistylis sp. (K, NaCl 5), jejichz prevalence
nepresahovala u Zadné ze skupin 20%.
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Tab.11: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=10)
po 7 denni expozici. Zaznam infekci s prevalenci > 20 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
(%) (primérny stupen infekce)
Skupina — o
KUZE ZABRY
Trichodina sp. Trichodina sp. Ichtyophthirius Dactylogyrus sp.

K 100/2,5 80/1,1 30/1 50/1

KPO 2 10/1 0/0 40/1,3 50/1,4
NaCl 10 70/1,7 50/1,4 0/0 30/1,3

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén Zlutou barvou.

Test 3 - Pludek: Prlmérnd hmotnost nasazenych ryb byla 32+14 g. Do haltyri byly
aplikovany dvojnasobné davky, a to KPO 2 mg/l ve formé Persterilu 15%, NaCl 10 g/lI a
kontrolni haltyf byl ponechan bez aplikace. Test byl metodicky proveden dle obr. 1 a doba

aplikace byla prodlouZzena o 5 dni. Pfitokova voda pochazela ze zarybnénych lokalit. Vysledky
parazitologického vySetfeni jsou uvedeny v tab. 12. V testovanych skupindch byl na kiizi nebo
Zabrach zaznamenan jesté ojedinély nalez Zabrohlista Eudiplozoon (K, KPO 2, NaCl 10), kozovce
Ichtyophthirius multifiliis (NaCl) a kapfivce Argulus foliaceus (K, KPO 2), jejichz prevalence
nepresahovala u Zadné ze skupin 20%.

Tab.12: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=10)
po 12 denni expozici. Zdznam infekci s prevalenci > 20 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
. (%) (pramérny stupern infekce na skupinu)
Skupina o =7
KUZE ZABRY
Trichodina sp Gyrodactylus sp. Trichodina sp Dactylogyrus sp.

K 90/1,3 80/1 10/1 90/1,7
KPO 2 90/1,4 0/0 0/0 30/1,3
NaCl 10 100/2 10/1 80/1,4 70/1

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén zlutou barvou.

TrZni ryba— testy provedené na trznich rybach Iéto-podzim-zima

Test 1 — trZni ryba: Primérna hmotnost nasazenych ryb byla 1768+605 g. Ryby byly 7 - 14

dni po odlovu drZzeny na sadkach a nasledné po 10 ks preneseny do haltyrl, kam byly po dobu
9 dn0 aplikovany davky KPO 2 mg/I ve formé Persterilu 15%, NaCl 10 g/I a kontrolni haltyr byl
ponechan bez aplikace. Test byl metodicky proveden dle obr. 1. Parazitologicky bylo vysetfeno
6 ryb z kazdé skupiny. Vysledky parazitologického vySetteni jsou uvedeny v tab. 13. Na konci
testu byl na kUZi zaznamenan jesSté ojedinély nalez koZovce Ichtyophthirius multifiliis (K) a
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nalevnika Epistylis sp. (K, KPO 2, NaCl 10) a na zadbrach nalevnika Epistylis sp. (K) a kapfivce
Argulus foliaceus (NaCl 10), jejichZ prevalence neptesahovala u zadné ze skupin 20%.

Tab.13: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=6)
po 9 denni expozici. Zdznam infekci s prevalenci > 20 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4

. (%) (prdmérny stupen infekce na skupinu)

Skupina o =
KUZE ZABRY
Trichodina Gyrodactylus Trichodina Gyrodactylus | Ichtyophthirius

K 67/1 67/1,5 17/1 100/1,9 67/1,2
KPO 2 50/1 0/0 50/1 17/1 0/0
NaCl 10 100/1 17/1 83/2 67/1,7 0/0

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén Zlutou barvou.

Test 2 — trZzni ryba: Prlmérnd hmotnost nasazenych ryb byla 2735+509 g. Ryby byly 4
mésice po vanocnich prodejich na sadkach a nasledné po 6 ks pfeneseny do haltyil, kam byly
po dobu 9 dnu aplikovany davky KPO 1 mg/l ve formé Persterilu 15%, NaCl 2 g/l a kontrolni
haltyr byl ponechan bez aplikace. Test byl metodicky proveden dle obr. 1. Parazitologicky bylo
vySetieno 6 ryb z kazdé skupiny. Vysledky parazitologického vysetreni jsou uvedeny v tab. 14.
Na konci testu byl na kdzi a Zabrach zaznamenan jesté ojedinély nalez Zzabrohlista Gyrodactylus
sp. (K, KPO 1, NaCl 2).

Tab.14: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=6)
po 9 denni expozici. Zaznam infekci s prevalenci > 20 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
. (%) (primérny stupen infekce na skupinu)
Skupina o =7
KUZE ZABRY
Trichodina Chilodonella Epistylis Trichodina | Dactylogyrus

K 100/2,7 100/2,5 100/2,2 67/1,5 67/1

KPO 1 0/0 0/0 0/0 33/1 67/1
NaCl 2 100/2 100/1,8 100/2 33/1 100/1,7

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén zlutou barvou.

Test3,4a5—triniryba: Primérna hmotnost nasazenych ryb ve vSech testech byla 858+260
g. Ryby byly po odchytu drzeny na sadkach. Pro test byly pfednostné vybrany ryby ve
zhorseném zdravotnim stavu, s prokazatelnym poskozenim télniho povrchu (odfeniny, plisné
atd.) a byly po 8 ks nasazeny do haltyrd, kam byly po dobu 9 dnt aplikovany davky KPO 2 mg/|
ve formé Persterilu 15%, NaCl 10 g/l a kontrolni haltyf byl ponechdn bez aplikace (obr.1).
V pribéhu vsech 3 pokusl doslo k primérné mortalité 88% ryb z kontrolni skupiny a 75% ryb

18



* Xk EVROPSKA UNIE Fakulta rybdistvi  JihoZeska univerzita

* , Ly
* Evropsky namofni a rybafsky fond a ochrany vod v Ceskych Budé&jovicich

* % M Operacni program Rybafstvi

* %

z pokusné skupiny NaCl 10 a 13% ryb ze skupiny KPO 2. Parazitologicky byly vysetfeny vSechny
zbyvajici ryby z testu. Vysledky parazitologického vysetreni jsou uvedeny v tab. 15. Vzhledem
k vysoké mortalité nebylo moiné vysledky statisticky vyhodnotit. Terapeuticky trend
nalezenych infekci je vyznacen v grafu 1.

Graf 1: Prlimérny stupen intenzity nalezené parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin K
(n=3), NaCl 10 (n=6) a KPO 2 (n=21) po sedmidenni expozici.

KUZE ZABRY
4 4
3 3
2 2
1 1
0 0
Kontrola NaCl 10 KPO 2 Kontrola NaCl 10 KPO 2
Ambiphrya ® Trichodina ® Ichthiophthirius Trichodina m Dactylogyrus m Gyrodactylus

3.4.3. Zaver

Koupele kapfiho plidku prokazaly schopnost KPO statisticky vyznamné eliminovat
parazitarni infekce klGze zpUsobené protozodlnim parazitem Trichodina sp. a Zivorodym
Zabrohlistem Gyrodactylus sp. Vzhledem k vysokému organickému zatizeni vody je nutné
aplikovat dvojnasobné davky KPO, neZz jsou efektivni davky stanovené v Cisté vodeé v
laboratornich podminkach. Aplikované vyssi davky NaCl 10 g/l sniZuji, poptipadé brzdi dalsi
rozvoj monogenealnich infekci Zaber a klize zplsobenych rody Gyrodactylus sp. a Dactylogyrus
sp., zatimco Zadny efekt Ucinnosti neni patrny u nachazenych jednobunécnych protozoalnich
parazitl a ektokomenzalnich nalevnikid. U mladsich vékovych kategorii kapra byl béhem
pokus(l jasné patrny efekt pfisunu dostate¢ného mnozstvi vitamin a mineral( v pfirozené
zooplanktonni potravé v pritokové vodé na parazitarni obranyschopnost pfrechovavanych ryb
—viz testl.

Devitidenni koupele v 1mg/I KPO u vétsich a trznich kategorii kapra poukazaly na statisticky
vyznamnou eliminaci protozoalnich parazitl rodl Trichodina, Chilodonella a Epistylis na kiZzi
(tab.14). Velmi vyznamné se jevi zejména efektivita KPO u chilodoneldzy, cozZ je choroba,
kterou zpUsobuje kaprim nalevnik Chilodonella piscicola napadajici a rozrusujici kGzi a Zabry.
Optimalni podminky k mnoZeni tohoto prvoka jsou pfi teploté vody od 5 do 10 °C a za
nedostatku svétla. Tato infekce se objevuje nejvice koncem zimy, kdy maji ryby oslabenou
imunitu. PomnozZeni chilodonelly (Cepelenky) vede k intenzivni infekci Zaber a kiZe, kdy
napadené ryby maji problémy s dychdnim a udrzenim homeostazy a v zavislosti na mire
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poskozeni tkani pak muize dojit i k Uhynu. Infekce trichodin (brousilek) a ektokomenzalnich
nalevnik( rodu Epistylis nezplsobuje u starsich ryb vétsi zdravotni problémy, obzvlasté pokud
nejsou delsi dobu prechovavany v uzavienych vodnich systémech s vysokym nahlouc¢enim, a
tedy i potencidlem pro rychlé pfemnozZeni a prenos v prostiedi. Devitidenni aplikace 2 mg/|
KPO vedla k statisticky vyznamnému snizeni Zaberni infekce rodu Gyrodactylus (tab.13), coz
potvrzuje shodny efekt s testy na plddku kapra. Rovnéz velmi perspektivné se jevi devitidenni
oSetreni vizudlné poskozenych a nemocnych ryb KPO 2 mg/I, které vyznamné snizilo mortalitu
(o 75%) téchto prechovavanych ryb.

3.5 Aplikace NaCl a KPO do velkobjemovych nadrzi
3.5.1. Metodika

V bfeznu byl do dvou velkoobjemovych sadek (170 m3) nasazen pladek v mnoZstvi 1000
kus( na sadku. Do jedné ze sadek byl ptisazen velky solny kvadr, primarné uréeny pro krmnou
zvér. Po rozpusténi trvajicim cca 3 dny byl pfisazen kvadr novy, tudiz NaCl se do sadky
uvolfiovala cca 6-7 dni. Jedna sddka byla ponechana jako kontrolni. 11. den pokusu bylo
parazitologicky vySetieno 10 ks ryb z kazdé sadky.

Stejny pokus s kvadrem soli byl zopakovan v dubnu s nasadou kapra a s prodlouzenou 9ti
denni expozici. Do jedné sadky byl umistén solny kvadr, do druhé byl aplikovan obden Persteril
15% (1,11) s dosaZzenim cilové koncentrace 1mg/I KPO. Kontrolni skupina ryb byla umisténa na
druhou stranu ,solnokvadrové” sadky do velkého sitového haltyfe. Po 9 dnech bylo
parazitologicky vySetfeno 10 ks ryb z kazdé skupiny.

3.5.2. Vysledky

Vysledky parazitologického vysetieni prvniho testu jsou uvedeny v tab. 15. Na konci testu
byl na klzi zaznamendn jesté ojedinély nalez kozovce Ichtyophthirius multifiliis (K, NaCl) a
zabrohlista Gyrodactylus sp.(K), jejichZ prevalence nepfesahovala u Zadné ze skupin 20%.

Tab.15: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=10)
po 6-7denni expozici. Zaznam infekci s prevalenci > 20 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
. (%) (primérny stupen infekce na skupinu)
Skupina o =7
KUZE ZABRY
Trichodina Gyrodactylus Epistylis Trichodina Gyrodactylus
K 60/1 70/1,4 40/1 60/1 100/2
NaCl 100/1,9 0/0 30/1 90/1,7 90/1,6
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Vysledky parazitologického vySetfeni druhého testu jsou uvedeny v tab. 16. Na konci testu
byl na klGzi zaznamenan jesté ojedinély nalez koZzovce Ichtyophthirius multifiliis (u skupin K,
NaCl) a zabrohlista Gyrodactylus sp.(u skupiny K), jejichZ prevalence nepresahovala u Zzadné ze
skupin 20%.

Tab.16: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=10)
po 9ti denni expozici — NaCl kvadr a KPO 1 mg/l obden. Zaznam infekci s prevalenci > 20 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
Sk (%) _ (pramérny stupen infekce P? skupinu)
KUZE ZABRY
Ichtyophthirius | Gyrodactylus | Chilodonella | Trichodina | Ichtyophthirius | Dactylogyrus

K 100/3,8 80/2 70/1 80/2,2 100/1,8 50/1
KPO 100/2,2 50/3 0/0 0/0 70/1,2 100/1,3
NacCl 100/3,2 80/2 20/1 50/1,7 100/2,2 20/1

3.5.3. Zaveér

Ackoliv se u Zadného z velkoobjemovych testl neprokazali Zadné statisticky vyznamné
rozdily dané nizkou parazitarni prevalenci, je z vysledkd patrny efekt kvadru NaCl v eliminaci
zivorodého Zabrohlista Gyrodactylus sp. (tab. 15 — ¢ervené zvyraznéni) a rovnéz i mirné snizeni
prevalence vejcorodého Zabrohlista Dactylogyrus sp. (tab.16 - Cervené zvyraznéni). Vzhledem
k tendenci infikovanych ryb otirat se o predméty ve vodé s cilem zbavit se iritujicich koznich
parazit(, je tato aplikacni varianta smysluplna zvlasté ve velkoobjemovych nadrzich. Aplikaci
KPO 1 mg/l obden po dobu 9 dni doslo zejména k eliminaci parazitd Chilodonella sp. a
Trichodina sp. z kize infikovanych ryb (tab.16 - zelené zvyraznéni).

3.6 Aplikace NaCl a KPO pri transportu ryb
3.6.1. Metodika

RGzné vékové kategorie ryb (plidek, nasada, trzni) byly ihned po vylovu umistény do
transportnich beden s rdznymi koncentracemi KPO a NaCl. Po ¢tyrhodinové expozici, v rdmci
které probéhl transport na misto samotného vysetreni, byly ryby vyloveny a bylo provedeno
parazitologické vysetreni kiZze a Zaber, a to nasledovné: pomoci skalpelu byla jednim tahlym
pohybem setfena klze pod hrbetni ploutvi (koZni stér) a po umyti skalpelu byl setfen prvni
Zaberni oblouk od chrupavky aZz po konec Zabernich listk(i (Zaberni stér). Tyto vzorky byly
umistény na podlozni sklicko, byla pfidana kapka vody a byly pfekryty krycim sklickem. Takto
zhotoveny preparat byl pripraven na determinaci rybich parazitli pomoci mikroskopu pfi 40 az
100x zvétseni. Opét Byla vyhodnocena prevalence (%) a stupen intenzity (primérny pocet
parazitl na rybu) nalezenych druh( parazitarnich infekci (viz tab.5). Tento typ transportni
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koupele byl v pribéhu roku proveden celkem 8krat, a to 2 x s trzni kategorii kapra, 2 x
s nasadou a 4x s kaprim plddkem. Testy probihaly v obdobi kvétna aZ srpna, tudiz aplikované
koncentrace pouzitych latek byly modifikovany vzhledem k teploté vody a vékové kategorii.

3.6.2. Vysledky

Pludek — testy provedené na pladku v obdobi kvéten-Cerven

Transport 1 a 2 - Pladek: Primérna hmotnost ryb byla 20+12 g a teplota vody pfi transportu
16-17°C. Na bedny byla aplikovana KPO 1mg/I ve formé Persterilu 15%, NaCl 1,5g/I a treti
bedna byla ponechana bez aplikace. Po 4 h expozici bylo parazitologicky vySetfeno 10 ryb
z kazdé skupiny. Vysledky parazitologického vysetieni jsou uvedeny v tab. 17. V pokusnych

skupinach byl na kdzi zaznamenan jesté ojedinély nalez kaprivce Argulus sp. a nalevnika
Apiosoma (u skupiny K a NaCl) a na Zabrach shodné ojedinély ndlez ndlevnika Apiosoma sp. (u
skupiny K a NaCl), jejichz prevalence nepresahovala u Zadné ze skupin 30%.

Tab.17: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=20)
po 4h transporu v KPO 1mg/I a NaCl 1,5g/I. Zaznam infekci s prevalenci > 30 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
Sk (‘%:)v (primérny stupevr“\'infekce na skupinu)
KUZE ZABRY
Trichodina | Chilodonella | Gyrodactylus | Trichodina | Chilodonella | Dactylogyrus
K 40/1,8 50/1,8 70/1,3 90/2 40/2 70/1,4
KPO 1 0/0 0/0 0/0 10/1 0/0 40/1
NacCl 50/1,6 40/1,3 50/1,2 100/2 30/1,4 50/1

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén Zlutou barvou.

Transport 3 a4 — Plldek: Primeérna hmotnost ryb byla 27+13 g a teplota vody pfi transportu
20-21°C. Na bedny byla aplikovana KPO 1 mg/| ve formé Persterilu 15%, NaCl 3g/| a tfeti bedna
byla ponechana bez aplikace. Po 4 h expozici bylo parazitologicky vySetfeno 10 ryb z kazdé
skupiny. VySetfenim byla zjisténa velmi nizka parazitarni prevalence — u kontrolni skupiny byl

zaznamenan ojedinély nalez Trichodiny na k(zi, na Zabrach byl pak diagnostikovan pouze
Zabrohlist Dactylogyrus sp. v prevalenci zaznamenané v grafu 2.
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Graf 2: Prevalence (%) vyskytu zabrohlista Dactylogyrus sp. na zabrach plidku kapra obecného
u skupin Kontrola, NaCl 3 (3g/l) a KPO 1 (1mg/l) po 4h transportni koupeli (n=20).

Dactylogyrus sp.
100

80

60
40
20
0 I

Kontrola NacCl 3 KPO 1

Nasada — testy provedené na nasadé v obdobi kvéten-Cervenec

Transport 1 — Nasada: Priimérna hmotnost ryb byla 407151 g a teplota vody pfi transportu
18°C. Na bedny byla aplikovana KPO 1mg/I ve formé Persterilu 15%, NaCl 1,5 g/| a tfeti bedna
byla ponechana bez aplikace. Po 4 h expozici bylo parazitologicky vysetfeno 10 ryb z kazdé

skupiny. Vysledky parazitologického vysetfeni jsou uvedeny v tab. 18. V pokusnych skupinach
byl na Zabrach zaznamenan ojedinély nalez parazita Trichodina sp. (u skupiny K) jejichz
prevalence nepresahovala u Zadné ze skupin 20%.

Tab.18: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=10)
po 4h transporu v KPO 1 mg/l a NaCl 1,5 g/I. Zaznam infekci s prevalenci > 20 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
. (%) (prdmérny stupen infekce na skupinu)
Skupina o =7
KUZE ZABRY
Ichtyophthirius Gyrodactylus Trichodina Ichtyophthirius Dactylogyrus

K 100/2,2 80/1,6 80/1,8 80/1,5 100/1,3
KPO 1 100/1,5 0/0 0/0 100/1 70/1
NacCl 1,5 80/1 50/1,5 20/1 100/1 50/1

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén zlutou barvou.
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Transport 2 —Ndasada: Priimérna hmotnost ryb byla 441+101 g a teplota vody pfi transportu
22°C. Na bedny byla aplikovana KPO 2 mg/| ve formé Persterilu 15%, NaCl 3 g/I a treti bedna
byla ponechana bez aplikace. Po 4 h expozici bylo parazitologicky vysetfeno 10 ryb z kazdé

skupiny. Vysledky parazitologického vySetieni jsou uvedeny v tab. 19. V pokusnych skupinach
byl na kizi zaznamendn ojedinély nalez parazita Ichtyophthirius sp. (u skupin K, KPO 2 a NaCl
3) a Gyrodactylus sp. (u skupin KPO 2 a NaCl 3), jejichZ prevalence nepresahovala u zadné ze
skupin 20%.

Tab.19: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=10)
po 4h transporu v KPO 2 mg/l a NaCl 3 g/I. Zaznam infekci s prevalenci > 20 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
. (%) (primérny stupen infekce na skupinu)

Skupina o =7

KUZE ZABRY

Trichodina sp Trichodina sp

K 80/1,5 70/1,7
KPO 2 0/0 0/0
NaCl 3 0/0 20/1

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén Zlutou barvou.

TrZni ryby — testy provedené na trznich rybach v letnim a podzimnim obdobi.

Transport 1 — trzni ryby: Primérna hmotnost ryb byla 1744+419 g a teplota vody pfi
transportu 15°C. Na bedny byla aplikovana KPO 1mg/I ve formé Persterilu 15%, NaCl 1,5 g/l a

tfeti bedna byla ponechdna bez aplikace. Po 2 h transportu byly ryby umistény na 3 dny do
sadky, a poté odloveny a parazitologicky vysetreny. Z kazdé skupiny bylo vysSetfeno 6 ryb.
Vysledky parazitologického vysetieni jsou uvedeny v tab. 20. V pokusnych skupinach byl na
kGzi a zZabrach zaznamenan ojedinély nalez nalevnika Ambiphrya sp. (u skupiny NaCl), jejichz
prevalence nepfesahovala u Zadné ze skupin 20%.

Tab.20: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=6)
po 2h transportu v KPO 1mg/l a NaCl 1,5g/I a nasledném dvoudennim pretrvani na sadkach.
Zaznam infekci s prevalenci > 20 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
Sk (%Z _ (primérny stupeﬁjrlfekce na skupinu)
KUZE ZABRY
Trichodina | Ichtyophthirius | Gyrodactylus | Trichodina | Ichtyophthirius | Dactylogyrus
K 100/3,6 100/3,3 67/2,2 100/3,5 83/3,6 100/2,9
KPO 1 100/3,3 100/2,5 50/2 67/2,5 100/2,9 100/2,7
NacCl 100/2,8 100/2,8 67/1,5 100/2,5 83/3,6 100/2,7
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Graf 3: Trend sniZujiciho-se stupné intenzity parazitarni infekce (0-4) na k0Zi a Zabrach
infikovanych ryb.

KOZE ZABRY
4 4
3,5 3,5
3 \ 3 \
25 2,5 —

15 1,5

0,5 0,5

K KPO 1 Nacl 1,5 K KPO 1 NaCl 1,5

m——Trichodina Ichtyophthirius Gyrodactylus e Trichodina Iehtyophthirius Dactylogyrus

Transport 2 — trzni ryby: Prlmérnd hmotnost ryb byla 14591196 g a teplota vody pfi
transportu 21°C. Na bedny byla aplikovana KPO 2 mg/| ve formé Persterilu 15%, NaCl 3 g/l a

treti bedna byla ponechana bez aplikace. Po 4 h expozici bylo parazitologicky vysetieno 6 ryb
z kazdé skupiny. Vysledky parazitologického vySetfeni jsou uvedeny v tab. 21. V pokusnych
skupinach byl na k(zi zaznamendn ojedinély ndlez ndlevnika Ambiphrya sp. a koZovce
Ichtyophthirius multifiliis (u skupin K a NacCl).

Tab.21: Prevalence (%) a stupen intenzity parazitarni infekce (0-4) u testovanych skupin (n=6)
po 4h transportu v KPO 2mg/l a NaCl 3g/l. Zaznam infekci s prevalenci > 20 %.

Prevalence / stupen infekce 0-4
. (%) (prmérny stupen infekce na skupinu)
Skupina o =7
KUZE ZABRY
Trichodina sp Gyrodactylus sp. Trichodina sp Dactylogyrus sp.

K 100/2 50/1 100/2,5 33/2
KPO 2 0/0 0/0 0/0 17/1
NaCl 3 50/2 17/1 67/2,5 67/1,5

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén Zlutou barvou.

3.6.3. Zaver

U pltdku po 4h transportni koupeli v KPO 1mg/Il doslo k vyznamnému poklesu trichodindzy
Zaber a zjevnému poklesu parazitarniho napadeni kliZe (viz tab. 17). Efekt NaCl na parazitarni
zatiZzeni vySetfovanych ryb nebyl patrny. Mirny pokles byl zaznamendn u Zabrohlist(, nicméné
vzhledem knizké prevalenci v kontrolni skupiné nebyl tento pokles vyznamny. U
vicebunécnych parazitl je vySetfeni bezprostfedné po Iécebnych koupelich zkresleno
ztizenym rozpoznanim mrtvych a Zivych jedincl v preparatu. Zabrohlisti pfi nepfizni prostiedi
casto snizi svou motilitu na minimum a nelze je pak odlisit od jiZz mrtvych jedinc(, ktefi jsou
pomoci svych chitinovych hackl stale fixovani ke tkani. Vysledky vysetfeni proto
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zaznamenavaji jak mrtvé, tak i zivé jedince, coz velmi zkresluje vyslednou efektivitu
provedenych koupeli.

Vysetfenim nasady po 4h transportni koupeli v KPO 1-2 mg/I doslo k vyznamnému poklesu
trichodindzy a gyrodactyldzy kdze (viz.tab. 18 a 19). Vyznamné bylo i sniZeni prevalence
Zabrohlista Dactylogyrus sp. na Zabrach po 4 h koupeli v 1,5 g/l NaCl. Vyssi koncentrace NaCl
(3g/1) maji pozitivni vliv na sniZeni prevalence kozni i Zaberni trichodindzy.

Dvouhodinova koupel trznich ryb v KPO 1mg/l a NaCl 1,5g/1 neméla témér zadny vliv na
prevalenci vyskytujicich se infekci, ale jasné nastinila trend sniZujici se intenzity vSech
kratsi expozi¢ni dobou spolu s nizsi expozi¢ni teplotou vody. 4h koupel v KPO 2 mg/l vyznamné
snizila prevalenci trichodinézy klze a Zaber u vySetfovanych ryb.

4 Zavér
Prezentovany projekt ovéroval moznosti zaclenéni preventivnich koupeli (kuchynska stl-
NaCl, kys. peroctova-KPO) do vybranych rizikovych fazi odchovu a posuzoval jejich efektivitu v

porovnani s kontrolnimi skupinami neosetrenych ryb.
Laboratorni testy prokazaly, Ze:

NaCl (kuchyriska sul)

e Ma vysoky terapeuticky index a je tedy vhodna pro poutziti k rybam.

e Doporucené davkovani NaCl by nemélo presahnout maximalni koncentraci 30 g/l pro
kratkodobé max. 30 min. koupele.

e Opakované aplikace 2-5 g/l maji minimaini nebo Zadny negativni vliv na zdravotni stav
kapra obecného z hlediska zmén hematologickych a biochemickych parametrd.

e Kontinualni expozice ryb davce 5g/l Ucinkuje zejména na vicebunééné parazity Zaber
(monogenedzy).

KPO (kyselina peroctova)

e M3 velmi nizky terapeuticky index vyjadfujici méritko bezpecnosti |éCiva. Terapeuticky
index je pomér davky lécebného Cinidla, ktera vyvolava lécebny ucinek, k davce
zpUsobujici ahyn. Je vyhodné mit u IéCiva co nejvyssi terapeuticky index; jinak feceno, aby
prah toxicity byl co nejvyssi oproti ucinné lécebné davce, a tim se minimalizovaly negativni
ucinky nahodného preddvkovani. PFi aplikaci KPO je nutné presné dodrzovat urcené
davky, aby nedoslo k predavkovani a toxickym thynim!

e Davkovani KPO by nemélo presahnout maximalni koncentraci 1,5 mg/I v Cisté vodé,
v organicky zatiZzené vodé Ize aplikovat mnozstvi dvojnasobné s prihlédnutim k objemu
oSetfené vody a chované vékové kategorii kapra.

e Kazdodenni davka 1 mg/l ma minimalni nebo Zadny negativni vliv na zdravotni stav kapra
obecného z hlediska zmén hematologickych a biochemickych parametru.
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Opakovana davka 1 mg/l uc¢inkuje zejména na jednobunécéné parazity (protozodzy)

Provozni testy prokazaly, zZe:

NaCl (kuchyniska stil)

Opakované vicedenni koupele plidku a trznich kategorii kapra 10 g/l vyznamné brzdi dalsi
rozvoj monogenealnich infekci Zaber a klize zpUsobenych rody Gyrodactylus sp. a
Dactylogyrus sp

Aplikovany kvadr soli ve velkoobjemové sadce brzdi rozvoj monogenealnich infekci zaber
a kdze zplsobenych rody Gyrodactylus sp. a Dactylogyrus sp.

4hodinova transportni koupel 1,5 g/l sniZuje prevalenci zabrohlista Dactylogyrus sp. a
koncentrace 3 g/l ma pozitivni vliv na snizeni prevalence kozni i Zaberni trichodindzy.

KPO (kyselina peroctova)

Vysoké organické zatiZzeni vody v provoznich podminkach (sadky) sniZzuje ucinnost davky
KPO stanovené na podkladé testl v Cisté vodé. Pro dosazeni pozadovaného efektu je tedy
vhodné aplikovat dvojnasobné davky KPO, nei jsou efektivni ddvky stanovené v
laboratornich podminkach — pro kapra az 1-3 mg/I.

Opakované vicedenni koupele pladdku a trinich kategorii kapra vyznamné snizuji
parazitarni infekce klZe zpUsobené parazity Trichodina sp., Chilodonella sp., Epistylis sp.
a Gyrodactylus sp.

Devitidenni oSetfeni vizualné velmi poskozenych a nemocnych ryb 2 mg/l vyznamné
snizilo mortalitu (o 75%) téchto ryb.

Devitidenni pferusovana aplikace 1 mg/l (obden) snizila parazitarni zatizeni Chilodonella
sp. a Trichodina sp. na kGzi infikovanych ryb.

4hodinova transportni koupel 1-2 mg/l vyznamné sniZila trichodinézu a gyrodactylézu
klze.

DOPORUCENI

Na podkladé vysledku v realizovaném projektu doporucujeme produkénim rybafskym
podnik{im zaméfenym na chov kapra provadéni preventivnich koupeli KPO a NaCl.

Davky KPO jsou vyuzZitelné v rozmezi 1-3 mg/l, a to v zavislosti na organickém zatizeni
vodniho prostredi (Cim vyssi zatizeni, tim vyssi davka), teploté vody (vyssi davky do chladné
vody) a oSetfované kategorii ryb (nizsi davky pro citlivéjsi nizsi vékové kategorie ryb).
Efektivni ucinek byl potvrzen zejména na protozoalni kozni parazity.

Davky NaCl se pohybuji v rozmezi 1-30 g/I, a to v zavislosti na délce trvani koupele (¢im
kratsi doba, tim vyssi davka), teploté vody (Ucinkuje aZ od teploty vody >5°C) a oSetfované
kategorii ryb (nizsi davky pro citlivéjsi nizsi vékové kategorie ryb). Efektivni ucinek byl
potvrzen zejména na Zabrohlisty.
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5 Prilohy
5.1 Protokoly k provedenym testiim toxicity

Tabulka priibéhu 96 h testu toxicity s 15% Persterilem na kapru obecném (Cyprinus carpio L.)

Koncentrace Mortalita Mortalita Mortalita | Mortalita | Celkova
Persterilu 15% | do 24 hodin ) ) +96 mortalita
(konc. KPO-mg/I) 48 hodin 72 hodin hodin (%)
2(0,3) 0 0 0 0 0
6 (0,9) 0 0 0 0 0
8(1,2) 0 0 0 0 0
10(1,5) 0 0 0 2 20
12 (1,8) 0 2 4 4 100
18 (2,7) 2 2 6 - 100
26 (3,9) 6 4 - - 100
40 (6) 10 - - - 100

Vyhodnoceni testu toxicity na kapru obecném (Cyprinus carpio L.)

Zkouska: CHEMICKE LATKY Datum méfeni: 16.3.2022
Cislo vzorku: 1 Priloha: 1
Oznaéeni vzorku: Persteril 15%

Vstupni hodnoty: zakladni test

Koncer ntrdm Mo rl.l] ta

96hLCS0 = 10.1 mg/1 s 95% intervalem spolehlivosti (-3.9, +3.7)

LCO =82 mg/l
LC100 =123 mg/l
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5.2 Fotodokumentace k provedenym laboratornim a terénnim testiim

Obrazek ¢.1: Akvarium o objemu 300 |, v némz probihal experiment. Testované ryby.

U

Obrazek €. 3: Pokusné zemni haltyre, ve kterych probihaly praktické provozni experimenty na
sadkach v RoZmitale pod Tfremsinem.
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Obrazek €. 4: Priprava ryb na parazitologické vysetreni.

Obrazek €. 5: Vyrazné poskozené trini ryby — pfiprava na vysSetieni
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