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1. Cil metodiky

Cilem metodiky je seznamit odbornou verejnost a uzivatele se ziskanymi
informacemi a hodnocenim zékladnich zpUsobd odbéru hlenu u ryb. Na zakladé
poznatk(l a hodnoceni tak umoznit co nejefektivngjsi odbér materialu
pro nasledny vyzkum. Cilovou skupinou dané metodiky jsou zejména osoby
z veterinarni praxe a ichtyologové zabyvajici se problematikou integumentu ryb,
ato jak ve vztahu k jejich zdravotnimu stavu nebo vyvojoveé-anatomickym studiim.
Pri vybéru druhti ryb k ovéreni byly preferovany zastupci rliznych taxonomickych
skupin.

2. Vlastni popis metodiky

Tato metodika obsahuje doporuceni k postupu odbéru hlenu u ryb podlozené
histologickym studiem struktury integumentu. Sledovana byla moznost narusenf
sekreCnich epidermalnich bunék, pri némz muze dojit k uvolnéni jejich obsahu
do odebiraného vzorku a tim i ke zkresleni informaci o sloZeni hlenové vrstvy
na povrchu téla sledovaného jedince. Uvedeny a porovnany jsou zakladni metody
pro odbér hlenu.

2.1. Struktura téliniho pokryvu (kiiZe, integument) ryb

Hlavni a plvodni funkci kiiZe je izolace a ochrana organismu pred vlivy vnéjsiho
prostfedi. Béhem evoluce prevzala mnoho dalSich vyznamnych funkci, coz se
projevilo i zménami v jeji stavbé. U ryb je kiiZze a zejména pokozka v jistém smyslu
napriklad od obecné se vyskytujicich, jako je mechanické ochrana, vyména plynd,
vyrovnavani osmotickych vlivli vody, zbarveni (Gasto s moznosti rychlych zmén),
sekrece poplachovych a jinak informuijicich latek, produkce hlenu, ochrana proti
patogendm, orientace v prostredi pomoci v ni umisténych smyslovych bunék,
az po raritnijako je bioluminiscence batypelagickych ryb i vyziva potomstva.

Klze ryb je tvofena na povrchu pokozkou (epidermis), pod ni lezici Skarou
(dermis), v nizjsou ulozeny Supiny, a podkozim (hypodermis).

Struktura pokozky, tj. jak tloustka tak i zastoupeni jednotlivych typl bunék, je
u rGznych skupin ¢i druhl ryb rozdilnéd a obvykle dochézi ke zménam i v pribéhu
zivotadaného jedince.
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2.2. Tvorba sekretu

Pokozka ryb je tvofena mnohovrstevnym dlazdicovym epitelem, ktery ale,
na rozdil od suchozemskych obratlovc(, pfi povrchu nerohovati. Vyjimkou je tfect
vyrazka (Obr. 3 dole). Jednotlivé bunééné elementy permanentné vznikaji v dolni
¢ésti tvorené fadou rlizné vysokych cylindrickych bunék (Obr. 1). Béhem svého
vyvoje postupuiji smeérem k povrchu, kde postupné nahrazuiji buriky odumirajici.

Obr. 1.: Schematické znédzornéni pokoZky vodnich obratlovel s hlavnimi typy
bunék: E — obecné epidermalni buriky; C — pigmentova burka — melanofor;
P —poharkova sekrecni burika,; V- vackovita sekrecni burika; K — kyjovita sekrecni
burika; SM — smyslové buriky; PO — podputirné burky; M — Merkelova burika;
G —granularniburika; L —lymfocyt; J—jedova burika. (upraveno dle Whitear 1986).

Hlenova vrstva na povrchu rybi pokozky je produkovana zejména jedno-
buné&nymi poharkovymi bunkami. Ty se vyskytuji zejména v horni &asti pokozky,
kde se svymi apikalnimi konci oteviraji na povrch pokozky a timto otvorem uvolfiujf
obsah centralni vakuoly (Obr. 2). Tyto sekrec¢ni bunky jsou pfitomny prakticky
u v8ech druhl ryb. U skupiny ryb zahrnujici napfiklad ryby lososovité,
ostnoploutvé &i hrdloploutvé je dale v mensim mnozstvi pritomen morfologicky
podobny typ sekrecnich bunék oznacovany jako vackovité. Pro dalsi skupinu ryb,
zahrnuijici napfiklad maloostné a holobfiché, je charakteristicky vyskyt specialnich
sekreCnich bunék, tzv. bunky kyjovité. Ty jsou umistény ve stfedni Casti pokozky
a nekomunikuji tak za normalnich okolnosti s povrchem. Pokud vsak dojde,
napfiklad pfi Utoku predatora, k poranéni ryby, uvolfuji do vodniho prostredi
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svij sekret obsahuiici ,poplachové latky*, slouzici ostatnim organismdm v okol
jako informace o nebezpedi. Dale obsahuii i latky napomahaijici regeneraci tkané
po poranéni. Krome téchto specialnich sekrecnich bunék se na tvorbé hlenu podilf
i nespecializované epidermalni bunky pfi svém rozpadu na povrchu pokoZzky.

Obr. 2.:

Poharkové sekrecni buriky
(pstruh obecny, dorzalni cast
hlavy) lokalizované

pri povrchu pokozky uvolriujicl
svUj obsah,

ktery tvoli dominantni ¢ast
hlenové vrstvy (barveno Alcian
blue pri pH 2,5).

V nékterych pfipadech Ize pozorovat rozdily ve struktufe pokoZzky, zastoupeni
sekreCnich bunék a intenzité tvorby hlenu v priibéhu roku, resp. mezi samci
a samicemi. Typickym prikladem jsou vyrazné zmeény v obdobi tfeni u kaprovitych
ryb oznaCované jako tfeci vyrézka. Vznik tfecich pupen( je soucasné spojen
s vyraznym zesilenim pokozky a zejména s absenci sekrec¢nich bunék, &imz je
vyrazné omezena tvorba hlenu (Obr. 3).

Obr. 3.:

Pokozka oukleje mimo treci
obdobi obsahujici v horni
poloviné mnoZstvi sekrecnich
bunék (nahore) a pokozka
samce v dobé vyteru

S vyraznym trecim pupenem
a snizenym mnozstvim
sekrecnich bunek

(barveno Alcian blue pri

pH 2,5/hematoxylin/eozin
(nahore), resp. barveni

dle Papanicolaue (dole).
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2.3. DOvody odbéru hlenu

Vzorky hlenu ryb se odebiraji ke sledovani jejich imunologickych &i fyzikalné-
chemickych vlastnosti, pfipadné pro bakteridlni a parazitologické vysSetreni.
Obecnym pozadavkem je obvykle ziskani ur¢itého objemu hlenu z povrchu téla
jedince, dale podle konkrétniho cile vyzkumu je tfeba vice ¢ méné zamezit
kontaminaci vzorku epidermalni tkani. V nékterych pfipadech je tfeba zohlednit
i mozZnost potfeby dal$iho vyuziti jedincl (odbér jinych tkani, nutnost dalsiho
sledovani Zivého jedince) a tak napriklad minimalizovat manipulaci a stresovou
zatéz.

3. Metody odbéru hlenu

K zakladnim metodam odbéru hlenu patfi stér téla jedince vhodnym predmétem,
nékdy byva uvadéna i moznost ziskani vzorku vyplavenim pomoci umisténi ryby
do plastového sacku. Kromé vySe uvedenych metod byl vyzkouSen odbér
pomoci bateriové odsavacky. Za ucelem vybéru optimalniho postupu odbéru
vzorku hlenu bylo sledovano jednak sloZeni hlenu (4.1.), jednak pfipadna moznost
naru$eni povrchoveé vrstvy pokozky (4.2).

3.1. Stér

Provadi se obvykle pomoci tupého predmétu, jimz se hlen stira z boku ryby
od hlavy smérem k ocasni ¢asti (Obr. 4). Obvykle je tento zplisob odbéru pomérné
ucinny, problematicky je ale mozny vliv sily tlaku na télo ryby a tim riziko konta-
minace a nestandardniho vysledku naslednych méreni. Mnozstvi hlenu je v ramci
sledovanych metod nejvysSi, coz je dano velikosti stirané plochy a moznosti
plsobit tlakem.

Obr. 4.: Odbér hlenu pomoci tupé a ostré strany skalpelu
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3.2. Smyvani

Odebirany jedinec se umisti do plastového sacku obsahujiciho nékolik mililitr(
tekutiny (vody, fyziologického roztoku, pufru) ve kterém se ponecha za pripadného
naklapéeni nékolik minut (Obr. 5). Nevyhodou dané metody je ziskani pouze
omezeného, navic fedéného, mnoZstvi hlenu, odbér je vSak pomérné standardni.

Obr. 5.:

Jedinec bolena

v plastovém sacku
S mediem

3.3. Odsati
K odbéru byla pouzita bateriova odsavacka se silikonovym nastavcem (Obr. 6).

Obr. 6.:
Bateriova
odsadvacka
pouzita k odbéru
hlenu ryb

Pro zamezeni pripadného uniku ziskaného materialu do vnitfni ¢asti pristroje byla
na konec odsavaci trubice nastavce nasazena ependorfka s bocnim otvorem
(Obr. 7) umoznuijicim prdchod vzduchu.
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Obr. 7.:

Néstavec odsavacky

S nasazenou, bocné
perforovanou ependorfkou
omezujici vniknuti odsavaneho
materialu do viastniho pristroje.

Ziskany hlen Ize ze silikonového nastavce jednoduse vytlacit pistem ziskanym
zinzulinové injekeni strikacky (Obr. 8), pfipadné bude nahromadén (v pfipadé nizké
viskozity) v nasazené ependorfce.

Obr. 8.:
Obsah nasadce lze vytlacit
pistem inzulinové stfikacky

Odbér Ize omezit na urcita mista na povrchu jedince &i Ize pomérné presné
stanovit mnozstvi odebraného hlenu na prfeddefinované plose.

4. Srovnani mechanickych zplsobi odbéru

4.1. Morfologické srovnani pokozky pfi jednotlivych zplisobech odbéru

Byla sledovana histologie pokoZky u Sesti druh(i ryb, tak aby byly zahrnuty hlavni
taxonomické skupiny: pstruh duhovy, bolen dravy, lin obecny, kapr obecny, mnik
jednovousy a kefickovec Cervenolemy. Hlen i histologické vzorky byly odebirany
ze hbetu v oblasti mezi hlavou a hrbetni ploutvi. Sledovani na histologickych
fezech bylo soustfedéno na mozné zmény zplsobené odbérem, tj., narudeni
povrchu kdze, strzeni a absence povrchovych vrstev pokozky &i jiné deformace
zptisobené napiiklad posunem Supin.
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Obr. 9.: Pokozka kapra — vlevo po ,tupa“ strana skalpelu, jemny tlak;
uprostied taz strana, silny tlak; vpravo odsavacka — rozdil ve zptisobu odbéru
(poskozeni pokozky) neni patrny (barveno Alcian blue pfi pH 2,5)

Obr. 10.: PokozZka pstruha duhového — vievo nahore bez odbéru;

vpravo nahore ,tupa“ strana skalpelu, jemny tlak; vievo dole taz strana, silny tlak;
vpravo dole ,ostra“ strana, silny tlak — rozdil ve zptisobu odbéru neni patry
(barveno Alcian blue pii pH 2,5)
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Obr. 11.: Pokozka mnika — vievo po odbéru ,tupou” stranou skalpelu za pouZiti
jemného tlaku, vpravo po odbéru ,ostrou” stanou se zvysenym tlakem — rozdil
ve zptsobu odbéru neni patrny (barveno Alcian blue pii pH 2,5)

U sledovanych druhl ryb nebylo prokazano mechanické poskozeni pokozky
zptisobené odbérovym zafizenim (Obr. 9, 10, 11), a to ani v pfipadé vyssiho tlaku
¢i stéru pomoci ,0stré” strany skalpelu. Lze usuzovat, Ze pokozka, véetné jeji
povrchové vrstvy je u téchto druh( dostate¢né mechanicky odolnd, aby odolala
tomuto typu zésahu. Nasledné byla proto sledovana moznost rozdilu ve sloZzeni
vzorkuiv pfipadé absence zjevného poskozeni pokozky.

4.2, Stanoveni aktivity lysozymu v hlenu pfi jednotlivych zplisobech odbéru
Ovéfen byl mozny viiv zplsobu odbéru na aktivitu lysozymu naméreného ve vzor-
cich hlenu u kapra obecného a kefickovce Cervenolemého. K odbéru byl pouzit
skalpel (tupa (resp. ostra strana u kefickovce)) pod rliznym tlakem a bateriova
odsavacka u kazdého jedince. Pro stanoveni aktivity lysozymu byla pouZita
metoda radialni difuze podle Hyrsl et Marek (1999).

Jak ukazuje obrazek (Obr. 12), byl-li hlen odebiran stérem za pomoci silného tlaku
nebo dokonce ostrou stranou skalpelu, byly namérené hodnoty nékolikanasobné
vySSinez v pripadé jemného odbéru tupou stranou skalpelu ¢i pomoci odsavacky.

&
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Obr. 12.: Primérné koncentrace lysozymu (mg/mi) naméiené u jedinct
kerickovce a kapra ve vzorcich odebiranych odlisSnym zplisobem (tupa x ostra
strana skalpelu, maly a silny tlak na nastroj;, odsavacka).

Lze tedy predpokladat, Ze plsobenim tlaku na pokozku dochazi k uvolnéni
obsahu sekrecnich ¢i povrchovych epidermalnich bunék na povrch pokoZzky.

5. Metodicka doporuceni

Na zakladé histologického sledovani Ize konstatovat, Ze ani pfi pouziti zvySeného
tlaku odbérovym nastrojem na pokozku nebylo pozorovano jeji mechanické
poskozeni (viz 4.1.). OvSem zjisténé rozdily v koncentraci lysozymu (viz 4.2.)
naznacuji, ze dochazi k uvolnéni sekrecniho &i bunééného obsahu povrchovych
epidermalnich bunék (jedna se pravdépodobné o pfirozenou reakci pokozky
na tlakovy podnét majici zvySit ochranu téla jedince pfi styku s prekazkou) a tim
ke kontaminacivzorku povrchové vrstvy hlenu.

Pro imunologickeé ¢i fyzikalné-chemické analyzy je tak nejvhodnéjsi odsavacka,
v pfipadé potreby vétsiho objemu citlivy stér tupym predmétem. Odbér hlenu by
mél v ramci jednoho odbéru provadét stale jeden pracovnik, aby se snizil viiv
odli$ného individudlniho postupu.

V pripadé potfeby stanoveni mnozstvi odebraného slizu nebo definice plochy
k(ze, ze které je sliz odebiran, se jevi jako nejvhodnéjsi odbér s pomoci odsavacky
umoznujici vymezeni plochy, za které je sliz odebiran, resp. standardizaci
odebirané plochy.

12
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V tomto pfipadé Ize doporucit odbér hlenu pomoci bateriové odsavacky, zejména
s ohledem na preferenci ziskani vzorku s nizkou kontaminaci obsahem
epidermalnich bunék pred objemem vzorku.

Odbér pomoci smyvani hlenu je vhodny u mensich jedincd a druhd s tenkou
vrstvou pokozky, kde by odbér ostatnimi zplisoby mél devastujici ticinek.

Pri odbéru hlenu, resp. jiz koncepci experimentd je vhodné prihlizet k morfologii
pokoZky a jeji dynamice u jednotlivych druhd ryb. Pokud napriklad neni pokus
zalozen na sezénnim sledovani, neni pro odbér hlenu vhodné obdobi vytéru, kdy
je zejména u samcl nékterych drund ryb (lososoviti, kaprovité ryby s tfeci
vyrazkou) produkce hlenu snizena.

U nékterych druhd ryb (ouklej) jsou Supiny v kiZi pouze jemné uloZzeny a pfi ma-
nipulaci, napfiklad stéru, dochazi k jejich vytrzeni (Obr. 13). Nalez Supin ve vzorku
znali zasadni poskozeni pokozky (Supiny jsou ulozeny az v pod ni lezici Skare)
aje tfeba zvazit, zda je dany vzorek pro typ planovanych analyz dale vhodny.

Obr. 13.: Pri vytrzeni supin ze Skary vzdy dochazi i k naruseni pokozky
a tim kontaminace vzorku tkani &i bunécnymi epidermalnimi elementy.

6. Novost metodiky

| kdyz jiz je struktura hlenoveé vrstvy ryb i morfologie jejich pokozky dlouhodobé
sledovana, nebyl doposud standardizovan odbér hlenu. Do jisté miry je to za-
vinéno napriklad morfologickou a velikostni réiznorodosti sledovanych jedinct
¢iodlisnym cilem a potfebou zpracovanivzorku. Dana metodika poskytuje prehled
a zhodnoceni jednotlivych metod odbéru véetné nového postupu s vyuzitim
modifikovaného odsavaciho zafizeni.

13
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7. Popis uplatnéni metodiky

Predlozena metodika je urCena pro praktické vyuziti v ramci analyz ¢i studia
integumentu ryb, konkrétné hlenové ochranné vrstvy, a to jak z v ramci chovu
ryb, tak i v rdmci vyzkumu. Metodika bude uplatnéna naptiklad Ustavem biolo-
gie obratlovcll AV CR, v. v. i., Mendelovou univerzitou v Brn&, Masarykovou
univerzitou nebo Veterinarni a farmaceutickou univerzitou Brno. Metodika je
uplatnéna na zékladé smlouvy mezi Ustavem biologie obratlovcd AV CR, v. v. .
aMendelovou univerzitouv Brné.

8. Ekonomické aspekty
Ekonomickeé aspekty Ize rozdélit do nékolika skupin:
Omezeni naklad( na analyzy necitelnych vzorka.
Dobra kvalita vzorku vyrazné ovliviiuje i €as na realizované analyzy,
nutnost opakovat méreni ¢i pripravu vzorku.
Dochézi tak k mnohonasobnému navyseni asové naroénosti
a tim i nakladd na obsluhu.
Spatné interpretace vysledkd mlize mit nasledné vyznamny dopad na Ucel,
kvili némuz byly analyzy realizovany, at jiz se jedna o produkéni tcely
¢i védecky vyzkum.

9. Podékovani

Metodika vznikla za finanéni podpory Technologické agenturu Ceské republiky
Programu aplikovaného vyzkumu, experimentalniho vyvoje a inovaci GAMA —
Komercializace vysledk(l zoologického vyzkumu — aplikace vyuZitelné v praktické
ochrané prirody TG03010048.

14
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