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Globalizace, moderni technologie a zména klimatu jako zdroje novych moznosti
a ohrozeni pro chovny management lososovitych ryb

Abstrakt

Workshop je zaméren na mezioborovou diskusi vlivii globalizace, rozvoje
modernich technologii a probihajici klimatické zmény na chovny manage-
ment lososovitych ryb, se zvlastnim ddrazem na pstruha duhového (Oncor-
hynchus mykiss). Projekt stavi na tfech hlavnich pilifich - zdravé prostredi,
podporenad imunita a screening linii odolnych k vybranym nemocem a usi-
luje o komplexni pfistup ke zlepSeni zdravotniho stavu ryb, optimalizaci
chovnych podminek a vyuZiti modernich biotechnologickych metod pro
identifikaci a Slechténi geneticky odolnych linii. Cilem workshopu je formu-
lovat doporuceni pro udrzitelny chovny management lososovitych druhd
v kontextu ménicich se environmentalnich a socioekonomickych podmi-
nek a pfispét tak k dlouhodobé udrzitelnému rozvoji rybarstvi.

Kli€ova slova: chov lososovitych ryb, zdravi ryb, imunita, klimatickd zména,
geneticka odolnost, akvakultura, biotechnologie, udrzitelnost
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Prvni zkuSenosti s liniemi pstruha duhového
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Abstrakt

V letech 2022-2025 bylo v chovu pstruha duhového testovano pét
linif rizného plvodu, v€etné dvou s geneticky Slechténou rezistenci
k vyznamnym patogentm. Byly hodnoceny morfologické ukazatele,
sloZeni tkani, hematologické parametry a mortalita. Ceské linie CZ-
-Hyncice vykazala nejlepsi kondici, vy3si podil energetickych rezerv
a stabilni riist napfi¢ rokem. Italské linie mély nejnizsi imunitni uka-
zatele a nejvy3Si mortalitu. Danské linie mély vyrovnané ukazatele,
avsak jejich rast zavisel na teploté vody. Geneticka rezistence u QTL
linii se projevila jen mirné a nevedla k vyrazné lepSimu prezivani
v mistnich podminkach. Vysledky potvrzuji vyznam vhodné volby li-
nie pro zdravotni stav i ekonomiku chovu a ukazuji, Ze CZ-Hyncice je
pro lokalni podminky nejvhodnéjsi.

Uvod

V soucasnych chovech lososovitych ryb plsobi velké ekonomické ztraty
bakterialni a parazitickd onemocnéni. Casta aplikace lé¢ebnych latek mé
v3ak negativni dopady na systém samotny (biofiltr, dysbalance chemic-
kého sloZeni vody, rezidua chemickych latek), ale také na kvalitu rybiho
masa, potazmo tedy na lidské zdravi. Proto je vhodné ucinit spiSe profylak-
ticka opatfeni a vyhnout se tak nadbytecné aplikaci 1é€ebnych latek. Jed-
nim z moznych pfistupt je cilené testovani mistnich i zahrani¢nich nasad
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a vyhodnoceni jejich vhodnosti v narodnim méfitku vzhledem k predcha-
zeni nemoci a efektivité chovu (pomér cena/mortalita).

K tomuto Uc€elu bylo vybrano pét linii pstruha duhového, které byly nasa-
zeny do otevieného recirkula¢nim systému (RAS) firmy BioFish s.r.o v Pra-
vikové v kraji Vysocina. Pfehled testovanych linii je uveden v Tab. 1. Linie
byly hodnoceny morfometricky, byla provedena analyza a srovnani krev-
nich bunék, susiny a mortality, byly zaznamenany provozni informace pra-
covnikd.

Tab. 1: Prehled testovanych linii mezi lety 2022-2025 na RAS v Pravikové

Zkratka Nazev linie Popis linie

bez genetické rezistence, ale jevi

It-dovoz ltalie | C odolna viii PKD
. - vlastni odchov v Pravikoveé z italské
It-vlastni Italie L
linie It-dovoz
CZ-Hynice | Hynticky pstruh Cesko chovana v pstruZi lihni Hyncice

v Kralovehradeckém kraji
D-fresh Aquasearch FRESH Dansko |bez genetické vyhody

vznik z linie FRESH marker
D-fla Aquasearch QTL RTFS | Dansko | asistovanou selekci s rezistenci
k flavobakteriéze

vznik z linie FRESH marker
Dansko | asistovanou selekci s rezistenci
k flavobakteriéze a ichtyoftiriéze

Aquasearch QTL RTFS

D-flaich +ICH

Obr. 1: Pstruh duhovy z danské linie Aquasearch FRESH bez genetické vyhody
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Material a metodika

Linie a jejich parametry byly hodnoceny v letech 2022-2025. Pro stanoveni
celkové kondice byly spocitany Fultondv a Clark(v index, a to pro 10 jedin-
cl z kazdé skupiny. Analyza sloZzeni tkani (4 jedinci) a susiny se provadéla
u CZ-Hyncice a dvou danskych linii D-flaich a D-fresh. Organové vzorky byly
pripraveny jako smésny vzorek sloZzeny z organl 5 ryb a hodnoceny jako
jeden reprezentativni vzorek na skupinu.

U Zaber byly porovnany jejich zakladni morfologické parametry (pocet
primarnich lamel a jejich vySka; méFfeno na prvnim levém Zabernim oblou-
ku). Z poctu lamel a jejich prdmérné velikosti byla vypoctena plocha. Porov-
navany byly ryby z linii IT-dovoz, IT-vlastni, CZ-Hyncice, D-fresh a D-flaich.

Pro stanoveni poctll erytrocytll a leukocytl (adaptivni imunity), pro pfi-
pravu krevnich natérl a pro méreni fagocytarni aktivity (vrozena imunita)
byla vyuZita heparinizovana krev. Krevni natéry byly zhotoveny bezpro-
stfedné po odbéru krve a po zaschnuti byly obarveny. Erytrocyty a leu-
kocyty byly pocitdny manualné v Blrkerové komurce (Svobodové a kol.,
2012). Diferencialni rozpocet leukocytt byl stanoven z obarvenych krevnich
natérd (Piackova a kol., 2013); zjisténé procentudini zastoupeni jednotli-
vych typU leukocytl bylo prepocitdno na absolutni pocty. Fagocytarni ak-
tivita byla méfena chemiluminiscen¢né (PapeZikova a kol., 2016). Vysledky
byly vyjadfeny jako peaky a integraly kinetickych kfivek. Byly porovnany
skupiny ve dvou obdobich - duben 2024 (It-dovoz, It-vlastni a CZ-HynCice)
a unor 2025 (CZ-Hyncice, D-flaich, D-fresh).

Mortalita u jednotlivych linii byla hodnocena pomoci miry kumulativni-
ho (kolik jedinct prezilo/uhynulo od nasady k urcitému casovému bodu)
a absolutniho preZiti (kolik jedincd prezilo/uhynulo v konkrétnim ¢ase). Prv-
ni srovnani mortality probéhlo v letech 2022-2023 u soubézné chovanych
linii. Na RAS1 u linii It-vlastni, It-dovoz, D-fresh a D-fla, u linii D-fresh a D-fla
také na RAS2. V druhém obdobi mezi lety 2024-2025 byly na RAS1 soubéz-
né nasazeny linie D-fresh, D-flaich a CZ-Hyn¢ice. Pocty uhynulych ryb byly
spocitany z provoznich listd zvlast pro RAS1 a RAS2, vzdy pro linie chované
soubé&zné ve stejném Case a na stejném systému, tj. za stejnych podminek
prostredi.
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Vysledky a diskuse

Meristika a morfologie

Celkova délka (TL) ani délka téla (SL) se mezi jednotlivymi skupinami pstru-
ha duhového vyznamné neliSily a hodnoty se pohybovaly v podobném
rozmezi. Statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan u vysky téla a inde-
xU vysokohrbetosti a Sirokohrbetosti, kde skupina CZ-Hyncice vykazovala
vyS3i hodnoty neZ dovozové linie. Podobny trend se projevil také ve Fulto-
nové a Clarkové kondi¢nim faktoru, kde ryby linie CZ-Hyn¢ic dosahovaly
vyznamné vysSich hodnot. Celé télo ryb z Hyncic mélo vyssi podil suSiny
i tuku nez ryby z dovozovych linii, coZz ukazuje na vyssi zasoby energetic-
kych rezerv. U svaloviny byly hodnoty susiny a tuku u linie CZ-Hyncice ¢i-
selné vyssi nez u dovozovych linii, rozdily vsak nebyly statisticky prikazné,
i kdyz trend byl zfejmy. Rozdily jsou patrné také u organd, predevsim ve
vnitfnostech, kde linie z Hyncic obsahovala podstatné vice tuku (vice nez
50 %) oproti dovozovym liniim (pFiblizné 33 %). V jatrech byly rozdily méné
vyrazné. Obsah popela (mineralnich latek) se mezi skupinami vyznamné
neliSil, coZ naznacuje stabilni mineralizaci tkani. Dusikaté latky (bilkoviny)
ve svaloviné vykazovaly pouze mensi rozdily a zUstaly relativné stabilni, coz
ukazuje na to, Ze podil bilkovinné slozky neni mez liniemi vyrazné ovlivnén.
u ryb z Hyn¢ic oproti dovozovym liniim. U analyzy Zaber byla plocha lamel
prepoctena na hmotnost u CZ-Hyncice vy33i nez u linii z Danska. Hodnoty
Ceské linie vuci liniim italskym byly podobné.

Hematologie

U linie CZ-Hyncice byly zjistény vyznamné vyssi pocty leukocytl i rozdily
v parametrech diferencialniho rozpoctu leukocytd. U procentudlniho za-
liniemi danskymi a Ceskou nebyly zjiStény vyznamné rozdily v celkovych
poctech leukocytl, v procentudlnim zastoupeni jednotlivych typl leuko-
cytl ani v jejich absolutnich poctech. Také procentudini zastoupeni a pocty
fagocytl (neutrofild + monocytl) byly bez vyznamnych rozdil(. Pocty ery-
trocytd byly bez statisticky vyznamnych rozdild. Italska linie proti linii Hyn-
adaptivni imunity. Funkéni parametry vrozené imunity - hodnocené jako
fagocytarni aktivita - byly obecné srovnatelné mezi vSemi liniemi. Nebyly
nalezeny rozdily v celkové fagocytarni aktivité vzork( ani v rychlosti nastu-
pu reakce (peak-time). Po prepoctu na 1000 fagocytll se mezi danskymi
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liniemi objevily mensi, ale statisticky vyznamné rozdily v integralu a peaku
(maximalni hodnota) u linie D-fresh, kde byly vyssi. D-flaich m{ze byt celko-
vé méné aktivni fagocytarné, ale presto odolné;jsi vici cilovym patogendm.

Mortalita

Z grafu A, B a C na Obr. 2 je patrno, Ze u obou italskych linii (It-dovoz a It-
-vlastni) je nejvyssi mortalita jedincl. A to predevsim u linie It-vlastni. Rozdil
mezi italskymi a danskymi je cca 6 %. VSechny ostatni linie chované v jed-
nom obdobi na stejném RAS se mezi sebou v imrtnosti vyznamné neliSily
(do 2 %). Uvedena mortalita linii byla podpofena provedenymi hemato-
logickymi analyzami i meristickymi daty. V pozorovaném obdobi let 2022
a 2023 se odliSnost uvedenych danskych linii nemohla projevit, jelikoz se
na systémech potykali s ndkazou Aeromonadami a I. multifilis (v obdobi
Cervence a srpna), coZ je patrno na kfivkach absolutniho preziti (vyrazny
pokles pocetnosti) u Obr. 3A-C. V dalSim obdobi let 2024-2025 misto ital-
ské linie vstoupily do srovnani linie Ceska a linie s kombinovanou rezistenci
D-flaich. V tomto roce doslo na podzim 2024 a na jare 2025 k nakaze kozov-
ce i bakteriemi, na Obr. 3C patrno jako piky v grafu. Zde se projevila mirna
odliSnost umrtnosti u linii D-flaich a bez rezistence D-fresh (Obr. 2C), vyja-
dfeno v % je to ovSem jen 1,5 % rozdilu. Dobfe si vedla i CZ-Hyn(cice, ktera
méla celkové Uhyny je3té nepatrné nizsi oproti D-flaich. Tento rozdil ovSem
mUZe byt zpUsobem nakupem ceské linie v juvenilnim stadiu, ostatni linie
jsou zasilany jako jikry v o€nich bodech a pak rozkrmovany v mistnich pod-
minkach.

A) Mira kumulativniho preZiti linii v RAS1 v obdobi 2022 - 2023

1
0.96 ....\ : \
0,94 3N, =

0,92

0,88 ‘<.
0,86 ’
0,84 ..
0,82 Feee
0,8
X.21 .22 V22 VIL22  XI22 .23 VI.23 X.23 1.24

-------- It-vlastni === == D-fla RAS1 D-fresh RAS1 = - = |t-dovoz
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B) Mira kumulativniho pfeZiti linii v RAS2 v obdobi 2022 - 2023

1
0,98 \
S~ —

0,96 T e =

0,94
0,92

0,88
0,86
0,84
0,82
0,8
X.21 11.22 V.22 VIIL22 X11.22 .23 VI.23 X.23 1.24

— — D-fla RAS2

D-fresh RAS2

C) Mira kumulativniho preZiti linii v RAS1 v obdobi 2024 - 2025
1,01
0,99

0,97
0,95

[%]

0,93
0,91
0,89
0,87

0,85
V.24 Vil.24 X1.24 11.25 V.25 VIIL25

D-fresh ====- D-flaich ~ eeeeeees CZ-hyncice

Obr. 2: Krivky kumulativniho preZiti v systémech v obou porovnavanych
obdobich

ZkuSenosti z provozu

U nové testovanych linii z Danska byli pracovnici z provozu dotazovani na
praktické zkuSenosti v ramci chovu. V8echny danské linie jsou dovazeny
v ocnich bodech ve velmi dobrém stavu, do kuleni i po vykuleni s mini-
malnimi ztratami. Vykuleni jedinci jsou vitalni, s velmi malym procentem
deformovanych kusl. Rozkrmeni a nasledna prvni faze rdstu (do nékolika
gramu) byla zcela bezproblémova. Italska a ¢eska linie je dova jiZ ve stadiu
juvenilQ.
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Danské linie vykazovaly nejlepsi rdst v jarnim a podzimnim obdobi, kdy
teploty vody dosahovaly pro né optimalniho rozmezi 7-15 °C. Ve zbylych
Castech roku (zima, 1éto) méné prijimaly potravu a rist byl ve srovnani se
soubézné chovanymi liniemi pomalejsi. Naopak ve finaIni fazi rdstu danské
linie vykazovaly oproti ostatnim vétsi tendenci k rozrdstani. Linie ceska vy-
kazovala stabilni rlst v pribéhu celého roku.

U vSech danskych linii v trzni velikosti (do 0,55 kg) ryby nenasazovaly po-
hlavni produkty (mlici, jikru) nebo ve velice malém mnozZstvi a neprobihaly
u nich hormonalni zmény (napf. nezravost v dobé tfeni), v dusledku toho
pak nepfichazely o vytéznost.

Zaver

V rybafstvi BioFish s.r.o v Pravikové bylo testovano pét linii rdzného pa-
vodu, mezi nimi i dvé linie s geneticky Slechténou rezistenci (k flavobak-
teriéze a ichtyoftiriéze). U linii byly zhodnoceny morfologické parametry.
ci u CZ-Hyncice. Stanovené hematologické parametry jako obraz vrozené
(fagocytarni aktivita) a adaptivni imunity (analyza bilych krvinek) ukazaly,
Ze geneticka linie ma vyznamny vliv zejména na adaptivni sloZzku imuni-
CZ-Hyncice, a proto také vysokou mortalitu v chovném zafizeni. Mezi linii
Ceskou a danskymi byly nalezeny statisticky vyznamné odliSné hodnoty
pouze u D-fresh. Dobrou adaptivni imunitu potvrzuje i nizka mortalita Ces-
ké a danskych linii oproti liniim italskym. V mistnich podminkach Vysociny

A) Mira absolutniho preZiti linii v RAS1 v obdobi 2022 - 2023

(%]

0,95
0,94

0,93
X.21 11.22 V.22 VIIL22 XI1.22 111.23 VI.23 X.23 1.24

-------- It-vlastni === == D-fla D-fresh == - =It-dovoz
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B) Mira absolutniho preziti linii v RAS2 v obdobi 2022 - 2023

1 ——
0,995 —-—
0,99 \/
0,985
0,98
X 0,975
0,97
0,965
0,96
0,955
0,95
X.21 .22 V.22 VIL22  XI.22 .23 VvI.23 X.23 1.24

= = D-fla RAS2 D-fresh RAS2

C) Mira absolutniho pfeziti v RAS1 v obdobi 2024-2025

1,002

0,998
X 0,996
0,994

0,992

0,99
X.23 1.24 V.24 Vil.24 X1.24 11.25 V.25 VIL25  XIL25 111.26

D-fresh == = =D-flaich  «eeecee. CZ-Hyncice

Obr. 3: Kfivky absolutniho preZiti v systémech v obou porovnavanych obdo-
bich. Piky reprezentuji nahly pokles pocetnosti, tedy nakazu v daném obdobi

se kromé italské linie, jevi vS8echny ostatni testované linie podobné a nebyl
zjistén vyznamny rozdil v preZiti/mortalité u QTL linii. Ceska linie méla navic
vyhodu stabilniho ristu v priibéhu celého roku a také z hlediska preferen-
ce mistnich zdrojd.

Podékovani

Studie vznikla za finan¢ni podpory projektu NAZV QK21010030 Globali-
zace, moderni technologie a zména klimatu jako zdroje novych moznosti
a ohroZeni pro chovny management lososovitych ryb.
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Abstrakt

Vcasna detekce patogen(l je zasadni pro prevenci onemocnéni
v akvakultufe. Cilem studie bylo vyvinout jednoduchy a spolehlivy
postup pro identifikaci bakterialnich a parazitarnich pavodcd one-
mocnéni pfimo z vodniho prostredi. Testovali jsme pfimy odbér
vody a nanofiltraci v celosezénnim monitoringu réznych vodnich
zdrojl a dvou recirkulacnich systém(. Nanofiltrace prokazala vyssi
citlivost a umoznila ¢asnéjsi zachyt patogent. Na zakladé optimali-
zace metody byly vytvoreny diagnostické RT-qPCR kity pro pét pa-
togend, které jsou jiz komeréné dostupné. Ovéreni v praxi umozni-
lo identifikovat rizikové zdroje vody, upravit chovny management
a snizit ztraty zpUsobené infekcemi. Metoda poskytuje G¢inny na-
stroj pro v€asnou prevenci v modernich RAS.

Uvod
Rychlé a presna diagnostika plvodcl onemocnéni je v rybarskych chovech
zasadni. PomUze zacilit 4¢inné preventivni opatfeni a tim sniZit riziko pro-
puknuti a Sifeni chorob (Asefa a Abunna 2018; Moreira et al. 2021). VétSina
soucasnych postupt zavisi na vysetfovani nemocnych ryb, tedy na situaci,
kdy uz infekce propukla a hrozi vazné ekonomické ztraty. Nasim cilem bylo
pfipravit spolehlivy pracovni postup pro rychlou detekci a kvantifikaci pa-
togenl ve vodnim prostredi bez potreby sloZitych izolacnich i kultivacnich
postupt. U managementu monitorovacich procesll je nezbytné provérit
stavajici a nastavit nové preventivni (monitorovaci) a varovné (ochranné)
systémy v chovném managementu i s pomoci nejmoderné;jSich molekular-
nich a genomickych metod.

Vyuzili jsme RT-qPCR (kvantitativni PCR) jako citlivou a specifickou me-
todu pro detekci a stanoveni mnoZstvi DNA patogen( nékolika plvod-
cl onemocnéni (bakteriadlnich i parazitarnich) z vodniho prostfedi nebo
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z jednoduse pfipravenych vzorkd (neinvazivni stér z kdZe, vodni filtry,
vybrané rybi tkané). Zaméfili jsme se na celosezénni monitoring s cilem
identifikovat rizikova obdobi. Tyto informace jsou dllezité jak pro manage-
ment vodnich zdrojd na farmach, tak mohou slou?it jako pfedpovéd pro
nasledujici roky. Vysledkem je tedy moZnost soustredit monitorovaci Usili
na vybrana, vysoce rizikova obdobi a optimalizovat tak vyuziti zdroj0 z hle-
diska ekonomického.

Srovnavaci analyza diagnostickych pfistupt byla provedena s vyuzitim
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), a to diky jeho Sirokému vyuziti
v akvakulture a dobie zdokumentované nachylnosti k riznym bakterialnim
a virovym patogentim. Monitoring probihal na dvou otevrenych recirkulac-
nich systémech (RAS1 a RAS2).

Materiadl a metodika

Odbér vody a nanofiltrace

Celkem bylo testovano Sestnact odbérovych mist 1-2x/mésic, véetné tri
mist v kazdé ze dvou jednotek RAS (vstup a vystup systému, biofiltr) a de-
set vodnich zdrojd vyuZivanych pro tyto systémy (rybniky, hlubinné vrty,
povrchové vodni zdroje). Environmentalni RNA (eRNA) patogen( byla ana-
lyzovana pomoci dvou odbérovych pristupt pro kazdy vodni zdroj:

rem na nanofiltr

Obr. 2: Filtrace vody s délkové upravenou vytlacovaci pistoli a kruhovymi vyseky
nanofiltru
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a) 50 mL vody bylo odebrano do Falcon zkumavek a okamzité zmrazeno,
b) 150 mL vody bylo prefiltrovano pomoci sady pro odbér na filtraci vzorkd
vody (Obr. 1, Obr. 2), ktery je chranén jako uzitny vzor Halacka a Mendel
(2023)
Cely proces filtrace byl proveden technologii popsanou v ovérené techno-
logii Halacka a Mendel (2024), ktera byla vyvinuta specialné pro zachyt pa-
togent s naslednou genetickou analyzou. VSechny vodni vzorky/filtry byly
transportovany na suchém ledu a po doruceni do laboratofe skladovany
pfi -20 °C. Po dokonceni odbérd byla provedena pirimé kvantifikace pato-
gend.

Analyza nanofiltri a tkdni v laboratori
Po rozmrazeni filtru byla centralni ¢ast (asi 1 cm?) vyfiznuta a pfenesena do
Eppendorfovy zkumavky s 1 ml vody bez nukleaz. Vzorky byly inkubovany
10 minut pfi 80 °C a poté promichany vortexem. Druhd inkubace probéhla
20 minut prFi pokojové teploté za pouziti Mini-rocker Shakeru. Nasledné
byly vzorky uloZeny pfi -20 °C pro pfipadné dalsi analyzy.

Pro analyzu tkani byly odebrany slezina a jatra ze Ctyr kusu ryb a ihned
uloZeny na led. V laboratofi byla izolovana RNA pomoci TRIzol™ metody
a nasledné uloZena do -20 °C.

Reverzni transkripce a gPCR (RT-qPCR)

Izolovana RNA nebo eRNA byla prfevedena na komplementarni DNA (cDNA)
pomoci reverzni transkripce (RT). RT byla pfipravena s pouzitim 22 pl vzor-
ku vody (odebrané pfimo z 50 ml zkumavky nebo z vody po inkubaci filtru)
nebo 1 pg RNA z tkani do celkového objemu 30 pl. Z RT reakce bylo pak
odebrano 2 pl vzorku do reakéni smési qPCR.

Vysledky a diskuse
Ze dvou aplikovanych odbérovych pristupl ve vodnich vzorcich, tj. odbér
samotné vody vs. nanofiltrace, se ukazala nanofiltrace jako citlivéjSi meto-
da, u které dochazi k véasnéjsSimu zachytu patogen(. Soucasné se u obou
pristupl ukazalo pouziti reverzni transkripce jako zasadni. Analyza tkani je
samozfejmé nejcitlivéjsi metodou, protoze probiha pfimo z izolované RNA.
Zde je oviem nutné usmrceni ryby a zachyt patogent se tak provadi spise
pro potvrzeni diagnozy.

Vysledkem testovani riznych typU filtrace a rlznych postupl detekce
je nékolik aplikovanych vystupd (Obr. 3): uZitny vzor Halacka a Mendel
(2023), ovérena technologie Halacka a Mendel (2024) a funkéni vzorky jako
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RT-qPCR kity pro detekci patogenti (Sindelka and Mendel 2022a, b). Véech-
ny tyto kity jsou komer¢né k objednani na strankach softwaru www.s7i-
Fish.ivh.cz (Mendel et al. 2020), kde je nyni dostupnych pét kit k detekci
Aeromonas spp., Flavobacterium psychrophilum, Ichthyophthirius multifiliis,
Tetracapsuloides bryosalmonae a Lactococcus munltifilis.

VySe uvedeny zpUsob detekce jiz byl prakticky testovan v nékolika pro-
vozech. V systému, jez dlouhodobé& monitorujeme, jsme identifikovali rizi-
kové vodni zdroje, tedy ty, kde se vyskytuje nejvice potencidlnich patogent
(Obr. 4). Na zakladé téchto poznatk( producent ryb upravil spravu vody
(vyhybanim se znecisténym vodnim zdrojim) a zaved| preventivni Upra-
vu vody bé&hem rizikovych mésicd v nasledujicim roce, ¢imz snizil ztraty
zpUsobené Flavobacterium psychrophilum na méné nez 30 % ve srovnani

Obr. 3: Aplikované vystupy z monitoringu, RT-qPCR kity jsou komer¢né dostup-
né na strankach www. s7iFish.ivb.cz

Amplification
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E‘\DDD—
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; i i
1] 10 20 30 40
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—— SYBR  E=115.7% R'2=D.556 Shope=2.394 yni=11 843

Obr. 4: Amplifikacni krivky qPCR reakce, kde kazda krivka odpovida jednomu
odbé&rovému mistu, tj. zdroji vody nebo mistu v RAS. Cim je nizsi hodnota cyk-
lu, tim je vy33i koncentrace patogenu ve vzorku. Vedle standardni kfivka, kdy
kazdy krizek predstavuje jeden vzorek. Uvedena analyza zobrazuje mnoZstvi
F. psychrophilum ve vodach a v systému v den odbéru 15. kvétna 2024.

17



Mare3ové E., Sindelka R., Halacka K., Mendel J.

s predchozimi roky. V jiném provozu byla naSe metodika pouZita po pro-
puknuti onemocnéni zplUsobené Ichthyophthirius multifiliis pro sledovani
ucinnosti 1éCby pomoci technologie caviplasmy.

Zavér

Vyvinuli jsme robustni a snadno osvojitelny pracovni postup pro detekci
a kvantifikaci rybich patogend. Jako nejvhodnéjsi metoda detekce patoge-
nd z vodniho prostiedi se ukazala nanofiltrace vody s naslednou RT-gPCR.
Na zakladé tohoto postupu byly vyvinuty funkéni vzorky RT-qPCR kity pro
pét patogenu ryb, které jsou komercné dostupné na strankach s7iFish.ivb.
cz. Tato metoda jiz byla UspéSné pouZita pro management vody béhem
rizikovych mésicd v monitorovaném RAS, ¢i ke sledovani Uspésnosti Ié¢by
technologie caviplazmy. To naznacuje moznost zavedeni naSeho detekéni-
ho pracovniho postupu do modernich RAS a potencialné snizenf ztrat zp-
sobenych propuknutim chorob.
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Abstrakt

Centrum aplikované zoologie Ustavu biologie obratlovct AV CR pomaha
resit otazky tykajici se sladkovodnich ryb volnych vod, rybnikd, vodnich
nadrzi a chovatelskych zafizeni. Centrum je védecko-aplikac¢ni platformou,
ktera reflektuje souCasné potreby spolecnosti a nabizi neotfela FeSeni
v Uzké soucinnosti se soukromym sektorem, akademickou a statni sférou.
Snazi se reagovat komplexné i cilené na védecky aktudlni a spole€ensky
dalezité vyzvy 21. stol. Poskytuje geneticky servis v rozli¢nych oblastech:
chovatelsky management, ochrana pfirody, prikaz pravosti a falSovani
rybich komodit. Profesionalitu védeckého tymu odrazi nespocet realizo-
vanych projektl a desitky aplikovanych vystupl - patenty, ovérené tech-
nologie, certifikované metodiky, uzitné vzory, identifikacni software, atd.
Centrum zpfistupriuje nejnové;jsi poznatky a metody pro chovatele i ochra-
nare a nabizi rozmanité sluzby odborné i laické verejnosti: identifikacni
genetika (druh/jedinec/linie/hybrid/pohlavi, popula¢ni studie, parentita,
analyza unikatnosti v rdmci Gzemniho celku/CR/Evropy, atd.), monitoring
kvality vodnich zdrojd v sezénni dynamice, monitoring zadoucich i pato-
gennich mikroorganismu a parazitli, posouzeni efektivity preventivné-lé-
¢ebnych postupd, monitoring pestrosti a diferenciace chovanych zdroja
i inbridingu, monitoring zdravotniho stavu chovu na pozadi popula¢né-
-genetickych parametr(, servis pro rybarské hospodareni - druhova cis-
tota, genotypizace jedincl pro parovy vytér, vhodnost zdroje pro obnovu
kmenového hejna, ovéreni pfitomnost/nepritomnosti 3n jedincd a celosa-
micich populaci, genetické podporeni regionalni znacky atd. Centrum vyviji
vlastni komeréni soupravy a nabizi tfi produktové Fady: S7i, STR a qPCR.
Nabizi pronajem privatni on-line zény pro vedeni genetické historie chovu
a kontroly chovaného zdroje v ramci S7iFish webova aplikace - unikatniho
systému zaloZzeném na evropském patentu s rozsahlou referenéni databazi
druh(l. Na nékolika pfikladech z praxe je demonstrovana uzite¢nost rozli¢-
nych molekularné-genetickych nastrojl nejen pro chovatele.
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Uvod

V ramci projektu Zvy3eni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb v CR
s vyuzitim jejich genetické identifikace (2015-2018) jsme na workshopu roz-
davali chovatelim dotaznik se 17 otdzkami tykajicich se vyuzivani genetiky
a molekularné-biologickych pristupl pro chov sladkovodnich ryb. Snazili
jsme se zmapovat zkudenosti a prani chovateld v CR i SR. S odstupem 10 let
muZeme fict, Ze jsme spolecné usli kus cesty a mnohé se zménilo. Ale stale
plati, mdze byt |épe. Prispévek nize poskytuje jen maly vysek toho, co nase
Centrum aplikované zoologie pfi UBO AV CR realizovalo v poslednich 3 le-
tech a jaké produkty a sluzby nabizi nasim chovateldm a ochranarskému
managementu.

Material a metodika

Jedna se o produkty a metodiky, které jsou know- Kk

-how Centra aplikovarvwé zoologie (CAZ) Ustavu bio- ..' **UBO
logie obratlovcl AV CR a jsou poskytovany verej- *e, al
nosti na platformé S7iFish v sekci ,,Objednat sluzbu” ..-

(Order service) na adrese: https://s7ifish.ivb.cz/

Vysledky a diskuse
Centrum aplikované zoologie (CAZ) provadi pro chovatele ryb mimo jiné
tyto expertizy a sluzby:

1) Identifikacni analyzy (Cistota plemene/linie, populace, druh, kfiZzenec,
pohlavi, ploidie)

Pfipadovd studie A - Zjisténi aktualniho roz3ifeni, mikrohabitatovych prefe-
renci a odhad stavu populace hrouzka banatského (Romanogobio banati-
cus) na dvou EVL Betva - Zebracka a Morava - Chropyfisky luh. (Zadavatel:
AOPK, 2025)

Objekt: Romanogobio banaticus (Banarescu, 1960): KO; EVD; CR (Obr. 1)
Vysledek: Analyzovano 132 jedincd a na EVL Becva potvrzen vyskyt Cisté-
ho druhu hrouzka banatského pouze v 7 pfipadech a ve formé krizenct
s hrouzkem Vladykovym v 10 prFipadech. Na EVL Morava nebyl potvrzen
Zadny cisty druh hrouzka banatského a 9 kfizencl s hrouzkem Vladyko-
vym. Velmi Spatny vysledek, ktery vola po urychleném reSeni.
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Obr. 1: Hrouzek banatsky

2) Monitorovaci analyzy (pfitomnost druhu/linie/populace, diverzity a va-
riability, integrity chovu, efektivity prevence a lécby, uZiteCnosti technolo-
gie, miry ohroZeni, miry a kontroly pfibuzenského kfizeni, kvality a vhod-
nosti vodniho zdroje)

Pripadovd studie B - Genetické analyzy vzorkd ryb karase obecného (Cara-
ssius carassius). Analyza typu A: potvrzeni druhové Cistoty - 179 vzorkd/9
populaci

V/o° 11 13 15 18 20 23 24 32 34 42 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64
4,25| 2,00| 3,25| 2,00| 2,75| 3,25| 4,25| 3,50| 3,25| 3,00| 2,50 3,25( 3,00 2,25| 3,75| 4,00( 3,00( 2,75| 2,75| 3,75| 3,50 4,00 3,75| 4,75| 3,00 4,00| 3,75 2,50 3,25| 3,25
3,50| 2,00| 3,25| 2,25| 3,25] 3,25| 4,00( 4,00] 3,00] 3,50| 2,50 3,25( 2,75[ 2,50| 3,25| 3,75/ 3,25| 2,00| 3,00| 3,75| 3,50| 3,50 3,75| 4,50| 4,00| 4,00] 4,00] 2,75| 3,50| 3,50
2,75| 2,75| 3,25| 2,25| 2,25 3,50| 3,00( 3,50| 2,75| 2,75| 2,00| 3,25( 3,25[ 2,00| 3,00] 3,75 3,00( 2,50| 3,00| 3,00] 3,25| 3,50] 3,50 4,25( 2,50| 3,50| 2,50] 3,50] 4,25| 3,00
2,00| 2,75| 2,75| 3,50| 2,50| 3,75| 2,00| 2,25| 2,25| 2,50| 2,50] 2,25| 2,50| 1,75| 2,50| 3,25| 2,50| 2,25| 2,75| 2,25| 3,25| 2,00| 2,50| 2,75| 1,50| 2,50| 1,50| 2,50 3,00] 2,00
3,25] 3,75| 2,75| 2,00| 2,50 2,50 3,50 3,00] 2,75| 2,50| 2,00] 3,25( 3,00 2,00| 3,25| 3,25| 2,50 2,00| 2,25| 3,25| 2,75| 3,00 3,25| 3,75| 2,50| 3,25| 2,50] 3,25| 2,75| 3,00
2,50 2,25| 2,75 3,25| 3,50| 3,75| 2,50| 4,00( 2,00] 4,00| 3,00] 3,25| 3,00| 2,50] 2,75( 3,00( 3,00| 2,75| 3,25| 2,75| 3,50 2,25| 3,00( 3,75| 4,00| 4,50| 4,00| 4,50 3,25/ 3,00
1,75| 2,00 1,75| 2,00| 3,00| 1,50( 1,75( 1,25| 2,50| 3,25| 2,25| 1,50| 1,25( 2,25| 1,75| 2,00( 1,75| 1,50| 2,00| 1,75| 3,25| 1,75| 1,50| 1,50| 1,75| 1,50] 1,75 1,50| 2,00| 1,00
3,50| 2,25| 3,50| 2,75| 2,00 3,25| 3,25[ 3,00| 3,25| 3,00| 2,00| 3,50( 3,00 2,00| 3,50| 3,25| 2,75| 3,50| 2,75| 3,75| 3,50| 3,75| 3,50 4,25| 2,50| 4,50| 2,50] 4,50 3,75| 2,75
1,00| 2,50 1,50( 2,75 2,75| 3,00| 3,50| 2,50( 4,00| 2,00[ 2,75( 2,50] 2,50| 2,50] 2,25| 3,25| 2,25 3,00( 2,75| 3,25| 2,75 3,25| 4,00( 4,25 3,75| 4,25( 3,75| 2,50| 4,00
1,50| 2,50| 3,50| 2,50| 2,25| 2,25| 2,75| 50| 2,75| 50| 2,50 2,00| 2,00 2,00| 1,75| 2,00| 2,25| 1,75| 2,00| 2,50| 2,00| 2,50| 3,25| 3,25| 2,50] 3,25| 2,50| 2,50] 3,50
3,00] 2,25| 2,50| 3,00| 2,50| 3,25| 2,25( 2,50[ 2,25| 3,00| 2,75| 3,25| ,25| 3,00| 4,75| 2,00| 1,50 2,25| 2,50| 1,50| 2,75| 1,75 2,75| 3,25| 1,75| 1,25| 1,75| 2,50 3,25
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2,00] 2,50| 2,50| 2,25| 2,25| 3,25| 2,50( 2,75| 2,00] 3,50| 2,25| 2,50| ,75| 2,50| 3,25| 2,25 3,25 2,25| 3,50| 2,50| 3,50| 2,50| 2,75| 2,00( 3,00( 2,00| 3,00| 2,25 2,75
2,00] 3,25] 2,50| 2,00| 3,75| 3,00] 2,50( 2,75| 4,50| 2,25| 3,75| 3,25 2,75| 2,00( 2,00| 2,75| 2,75| 3,25| 2,25| 4,25| 2,00| 2,75| 3,50| 3,25 3,50 3,25| 3,50| 2,50] 3,00
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2,00| 2,75| 1,75 2,50| 2,75| 3,25| 2,75| 2,75| 2,25| 80| 2,50| 2,50| 1,75| 2,50| 3,50| 2,75| 3,00| 2,75| 3,50| 3,00( 3,75| 3,25| 3,25 2,75| 2,50| 2,75| 2,50| 2,75 3,25
2,25| 2,25| 2,00{ 2,50| 3,25| 3,00] 2,00( 2,75[ 2,25| 3,25| 2,00 3,25| 2,00| 2,25| 2,75/ 2,25| 1,50 2,25| 2,00| 2,00| 1,75| 1,50 2,25 2,25| 1,75| 2,25| 1,75| 2,00 1,00
2,00( 3,00/ 50| 2,25| 3,25| 2,25| 3,50( 2,00( 2,50] 3,00| 3,25/ 2,75| 2,00{ 2,50| 2,75| 3,00 2,25| 2,75| 2,25] 3,00| 3,50| 3,50] 4,00 2,50| 3,00( 2,50] 3,00] 3,75/ 3,25
* Cim nizsi hodnota, tim vhodnéjsi chovny par poskytujicl variabiinéjsi potomstvo Nejvhodnéjsi par Vhodny par

Obr. 2: Ukazka hodnot diverzitniho koeficientu pro parova kfizeni u 70 jedincd
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Analyza typu B: individualni charakteristika jedince - 70 vzork(/1 populace
pro parové kfizeni a nasledné ziskani co nejvariabilnéjsiho potomstva (Za-
davatel: FROV JU a Rybéarstvi Srlin, s.r.o., 2022-2023)

Vysledek: v Rybarstvi Srlin, s.r.o. u 70 zkoumanych ryb byl potvrzen vyskyt
jen druhové Cistych karast obecnych. Byl prokazan ve zkoumané populaci
pestrejsi vnitrodruhovy homozygotné - heterozygotni design, tzn. vyskyt
obou linii - Severomorské (Labské) i Cernomofiské (Dyjské). Byla potvrzena
vhodnost generacnich ryb z téchto sadek pro potreby prodeje nasadovych
ryb karase obecného a bylo doporuceno zohledhovat rozpoznanou gene-
tickou vnitrodruhovou diverzitu pFi budoucich manipulacich a zamysle-
nych pfesunech rybi obsadky na jiné koncové lokality. Pro naslednou umé-
lou reprodukci byl vytipovan dostatecny pocet nejvhodnéjSich a vhodnych
chovnych pard poskytujicich co nejvariabiln&jsi potomstvo (Obr. 2).

Pfipadovd studie C - Celosezénni monitoring nakaz v sadkach Pravikov, s.r.o.
Vyuziti vlastniho vyvoje qPCR souprav RT-qPCR AEROMident, q
RT-qPCR FLAVident, RT-gPCR ICHTident, RT-qPCR LACTident, »
RT-qPCR TETRACAPSident. ‘

L R

PFipadovd studie D - Geneticka analyza populaci pstruha

obecného (Salmo trutta) v tocich na tzemi CHKO Brdy (monitoring rybar-
ského obhospodarovani; zadavatel CHKO a organizace CRS, 2023)
Vysledek: za vyuziti vlastniho vyvoje soupravy STR Multiplex TRUTident12
byly odhaleny tfi unikatni populace a byly ureny zdroje rybarského man-
agementu u zbylych 10 populaci (Obr. 3).

Amplification
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Obr. 3: Graf zobrazujici intenzitu nakaz
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Obr. 4: Prehled variability 13 populaci a zdrojl rybar-
ského managementu na Uzemi CHKO Brdy

Pripadovd studie E - spoluprace s fa SEQme na vyvoji produktl s metageno-
mickou analyzou pro chovatele ryb (2025-2028).

Analyzy vodniho mikrobiomu:

e pochopeni sezénni dynamiky

e posouzeni efektivity preventiv-
né-léc¢ebnych postupl

e posouzeni kvality vodniho
zdroje

e kontrola a monitoring patoge-
nd a uziteCnych mikroorganis-
mu

e zlepSeni zdravi ryb a zvySeni
produktivity chovu




Genetické nastroje v chovech ryb - pfipadové studie

3) Biostatistické analyzy vyhodnoceni, porovnavani s vlastnimi a mezina-
rodnimi databazemi, posouzeni unikatnosti a zavéretné reporty

4) Provozovani S7iFish portalu

Portal S7iFish je webova aplikace pro mapovani roz- -

manitosti ryb a mikroorganismi v pFirodé a akvakul- b - F i S h
tufe. Vyuziva standardizované kratké genetické mar- -

kery v nDNA (jaderné sekvence a mikrosatelity) a RNA

(pristupy RT-gPCR) organismu k identifikaci konkrétnich druhd a kmenu.
Vzorky DNA a RNA jsou identifikovany podle taxonomie druhtd/kment na
zakladé porovnani s referencnimi databazemi. Obsahuje modul pro objed-
navani produktd a sluZzeb Centra aplikované zoologie.

Link: https://s7ifish.ivb.cz/

5) Vyvoj a prodej vlastnich souprav

Centrum vyviji vlastni komeréni soupravy a nabizi tfi pro-
duktové rady S7i, STR a qPCR. MoZnost objednani produk-
td nebo servisu na platformé
S7iFish.

6) Experimentalni zafizeni pro vlastni testovani

Experimentalni stanice Mohelensky mlyn je k dispozici institucim a jednot-
livym tymUm pro testovani rozli¢nych technologii (napt. CaviP technologie
pro dezinfekci vody), krmnym testlim atd. Nabizi mnohé benefity: systém
je postaveny na pfirodnich podminkach feky Jihlavy, moZnost prito¢ného
Ci recirkulacniho systému chovu ryb, klima mikroregionu poskytuje témér
celorocni provoz. Rozsahlé laboratorni i ubytovaci zazemi.

Zaveér

Na nékolika pfipadovych studiich z praxe a nabidkach Centra aplikované
zoologie byla demonstrovana uzite€¢nost rozlicnych molekuldrné-genetic-
kych nastrojl pro chovatele a ochranarsky management.

Podékovani

Studie a nékteré produkty a sluzby vznikly za financni podpory projektu
NAZV QK21010030 - Globalizace, moderni technologie a zména klimatu
jako zdroje novych moZnosti a ohroZeni pro chovny management lososo-
vitych ryb.

25



Mendel J., MareSova E., Halacka K.

Literatura

Halacka K., Mendel J. 2024. Vyuziti technologie nanovlakennych filtr{
k detekci patogen(i v chovech ryb. OvéFena technologie 27/2024, Ustav
biologie obratlovct AV CR, v.v.i., ISBN 978-80-87189-46-7.

Halacka K., Mendel J. 2023. CZ 37354 U1 - Souprava pro odbér a filtraci
vzorkl vody. Uzitny vzor.

Mendel J., MareSova E. 2024. Geneticka souprava STR Multiplex OMident11
ke stanoveni populacnich parametrd v komercnich chovech pstruha du-
hového (Oncorhynchus mykiss). FunkZni vzorek.

Sindelka R., Mendel J. 2023. Diagnostické souprava RT-qPCR ICHTident na
detekci a kvantifikaci Ichthyophthirius multifiliis ve vzorcich vody, tkani
a koznich stérd. Funkéni vzorek.

SindelkaR.,Mendel).2022. Diagnosticka souprava RT-qPCRTETRACAPSident
na detekci a kvantifikaci Tetracapsuloides bryosalmonae ve vzorcich vody,
tkanf a koznich stérd. Funkéni vzorek.

Sindelka R., Mendel J. 2022. Diagnosticka souprava RT-qPCR FLAVident na
detekci a kvantifikaci Flavobacterium psychrophilum ve vzorcich vody, tka-
ni a koznich stérd. Funkéni vzorek.

Sindelka R., Mendel J. 2022. Diagnostick4 souprava RT-qPCR AEROMident
na detekci a kvantifikaci Aeromonas spp. ve vzorcich vody, tkani a koznich
stérd. Funkeni vzorek.

Dalsi informace na vyzadani u autor( a produktové listy na adrese:
https://s7ifish.ivb.cz/

26



Globalizace, moderni technologie a zména klimatu jako zdroje novych moznosti
a ohrozZeni pro chovny management lososovitych ryb

VyuzZiti metagenomiky pro monitoring
kvality vody a nakaz v recirkulacnich
systémech

Mendel J., MareSova E., Halacka K.

Ustav biologie obratlovcti Akademie véd CR, Kvétnd 8, 603 00 Brno

E-mail: jmendel@seznam.cz

Abstrakt

PFedstavovana studie naznacuje uZitecnost a velky potencidl me-
tagenomiky pro prakticky chovatelsky management a mozné smé-
ry integrace jejich vystupl do provozni praxe. Byla provedena na
dvou RAS systémech s chovem pstruh( duhovych a odliSnym man-
agementem vody. Byly sledovany tfi cilové oblasti: 1) kvalita a mira
ohrozeni plynouci z vodniho zdroje pfitékajiciho do chovatelského
systému - pro nastaveni spolehlivého managementu vody; 2) sta-
noveni zakladniho panelu bioindikatord monitorujici systém - Core
BioPanel; 3) vliv prevence a |é¢ebnych zasahll managementu na ce-
loro¢ni mikrobiom obou systému. Zde uvadime jen vysledky k bodu
2 a uvadime strucny prehled klicovych skupin mikroorganisma jako
indikatorl s rozlicnou funkci. Priddvame i stru¢nou diskusi nad
vhodnymi kroky provozniho managementu. Mikrobiom obou sys-
témU je komplexni Zivy ekosystém, v kterém jsme detekovali mini-
malné 10 spolelenstev, jeZz mezi sebou interaguji, soutézi i spolu-
pracuji. A rozdélili jsme je do tFi hlavnich skupin: prospésné, signaini
a Skodlivé.

Uvod

Metagenomika se stava nedilnou soucasti moderni biologie a nachazi
uplatnéni v medicing, veterinarni mediciné, biotechnologiich i zemé&dél-
stvi, zejména ve studiich zaméfenych na strukturu a funkce mikrobialnich
spolecenstev napfic¢ ekosystémy. V akvakultufe byla doposud pozornost
vénovana predevsim detekci a monitoringu gend antimikrobidlni rezisten-
ce (AMR) - s pfevahou studii v morském prostfedi a na brakickych farmach
(Hemamalini et al., 2022; Munang'andu, 2016). Sladkovodni akvakultura
vSak predstavuje mimoradné ddleZity sektor Gzce provazany s cili udr-
Zitelného rozvoje OSN (SDG 2, 3, 6 a 13) a jeji rozvoj vyZzaduje metodiky,
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které zvySi odolnost produkce, bezpecnost potravin a zdravi chovanych or-
ganism(. Cast&jsi aplikace metagenomiky ve sladkovodni akvakultuFe ve
statech, jako jsou USA, Jizni Korea ¢i Kanada, doklad4, Ze se poznani v této
oblasti rychle rozviji a prohlubuje.

Ekonomické dopady infekénich onemocnéni v akvakulture jsou znacné,
a zvlaste tizivé v tropickych a rozvojovych zemich, kde jsou moznosti mi-
tigace omezené (Assefa & Abunna, 2018). Klasické diagnostické pfistupy
zalozené na izolaci pGvodcl z infikovanych hostitelt narazeji na znamé
limity: rozsdhld druhova diverzita, kultivacni naro€nost ¢i nekultivovatel-
nost fady taxont a ¢asova narocnost (Martinez-Porchas & Vargas-Albores,
2017; Streit & Schmitz, 2004; Wang et al., 2012). Moderni molekularné-bio-
logické metody, v€etné metagenomiky, proto predstavuji cestu k v€asné
detekci rizikovych zmén a prevenci ztrat (New & Brito, 2020; Nielsen et al.,
2014; Miller et al., 2013; Coughlan et al., 2015). Vedle dohledu nad pato-
geny prinaseji i moZnost objevovat prospésné mikroorganismy vyuzitelné
pro bioremediaci ¢i bioaugmentaci (Behera et al., 2023).

Ve sladkovodnich recirkulacnich akvakulturnich systémech (RAS) ma
metagenomika potencial preklenout propast mezi detekci a fizenim funk-
ce mikrobialni komunity. Jak zmifiuje Renwick (2025), jednou z klicovych
vyhod je prediktivni diagnostika: sledovani ¢asovych posunt v diverzité
a abundanci mikroorganismd muZe signalizovat bliZici se poruchy provozu
¢i nastup onemocnéni (napf. Ustup nitrifikator( nebo vzestup oportunnich
rodd Aeromonas, Flavobacterium, Vibrio atd). Metagenomické nastroje rov-
néz umoznuji identifikovat prospé3na konsorcia pro cilenou probiotickou/
bioaugmentacni intervenci a hodnotit U¢innost Upravy vody ¢i biofiltrac-
nich proces(; zmény ve struktufe komunit po sanitacnich zasazich, UV ste-
rilizaci ¢i chemickém oSetreni mohou slouzit k optimalizaci postupu. Longi-
tudinalni datové sady pak objasnuji sukcesi a zrani mikrobiomu systému,
coz pomaha nacasovat zarybnéni a provozni zasahy. Pfes tento potencial
brzdi rutinni nasazeni metagenomiky v komercnich RAS dosavadni nakla-
dy, slozZitost workflow a poZadavky na bioinformatické kapacity (Renwick,
2025).

Tato studie chce naznacit uzite€nost metagenomiky pro prakticky chova-
telsky management a mozZnou integraci jejich vystupl do provozni praxe.
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Material a metodika

Vybér monitorovacich profilii v Case a Cetnost vzorkovani
K monitoringu byly vybrany vSechny potencialni zdroje vody rybochovné-
ho zafizeni v Pravikové - 5x povrchové, 5x hlubinné a 3 profily v kazdém
ze dvou systému - RAS 1 a RAS 2 (vstup vody do systému, biofiltr, vystup
vody z odchovnych nadrzi k biofiltru). Vzorky byly odebirany cely rok 2024
jednou (listopad-unor), resp. dvakrat (bfezen-fijen) mésicné.

Zplisob odbéru vody a filtrace pomoci nanofiltru
VSechny komponenty procesu a nastroje byly sterilizovany UV zafenim.
Odbér vody probihal do plastové nddoby o objemu 500 ml umisténé na dr-
zaku. Filtrace vody byla provadéna pomoci stfikacky a opakované pouzitel-
né kapsle (uzitny vzor), ve které byl umistén kruhovy vysek membranového
nanofiltru rdzné poréznosti o priméru 45 mm (Obr. 1, 2).

Vzorky nanofiltrd byly pfi transportu uchovavany na suchém ledu a né-
sledné skladovany v laboratofi pFi -20 °C.

DNA izolace byla provedena za pouziti kitu DNeasy PowerSoil Pro Kit
(QIAGEN) dle upraveného protokolu. Méfeni koncentrace vyizolované
gDNA bylo provadéno pomoci Qubit BR a HS DNA kitem. Sekvenace 16S

Obr. 2: Vlastni soupravy na filtraci vody v€etné kapsle s kruhovym nanofiltrem.
Ukazka filtracniho kolace po filtraci.
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podjednotky s primery 27F a 1492R byla zvolena pro identifikaci a relativni
kvantifikaci bakterii. Nasledné byly vS8echny amplikony sekvenovany dlou-
hym ¢&tenim na pfistroji PromethION SOLO2 (Oxford Nanopore Technolo-
gies Ligation Sequencing Kit V14 (SQK-LSK114) a PromethION Flow Cell
R10.4.1 (FLO-PRO114M). Raw data byly bioinformaticky zpracovany pomo-
ci softwarového rozhrani MinKnow 24.06.16 (ONT). Demultiplexovani bylo
provedeno na zakladé sekvenci ¢arovych kédud. Demultiplexované cteni
bylo filtrovano na zakladé délky ¢teni (1000-2000 nt) a ofiznuti 80 nukleoti-
dd nizké kvality z obou koncl ¢teni pomoci programu NanoFilt verze 2.8.0.
Analyza relativni abundance byla provedena pomoci softwaru EMU verze
3.5.0 s pouzitim databdze SILVA 138.1 s moznostmi uchovat pocty cteni
a uchovat soubory a s pouzitim t¥i filtr(: a) analyza relativni abundance
byla provedena pouze pro soubory FASTQ s vice nez 5000 ¢tenimi, b) pfi-
fazeni ¢teni k organismu bylo provedeno s alespon 50% jistotou, c) identi-
fikované organismy musely mit alespori 100 ¢teni. Vizualizace vysledka re-
lativni abundance byla provedena pomoci softwaru Krona (v2.8.1). Vstupni
soubory Krona byly generovany v bash s pouzitim souboru relativni abun-
dance EMU.

Vysledky a diskuse
Vodni prostfedi metagenomicky monitorovanych RAS 1 a RAS 2 tvofily
v roce 2024 rzné zdroje pritékajici vody - hlubinné ¢i povrchové: systém
RAS 1 - Studanka, Meliorace, lesni rybnik Ocko a systém RAS 2 - rybnik
Novy, Vrt 2 a Vrt 3. Pfitoky ani samotny systém nebyly o3etfovany Zadnou
technologii jako napf. UV lampy, ozonizér atd. V obou systémech probiha-
ly preventivné-léCebné procesy dle sezénni dynamiky a zvyklosti provozu.
Rovnéz v obou systémech béhem roku probéhl jeden proces vypusténi
a vycisténi chovnych Zlabd.
PFi komplexni metagenomické studii jsme sledovali vice cill, z nichZ tfi
cilové oblasti byly zcela zasadni:
1) Kvalita a mira ohroZeni plynouci z vodniho zdroje pfitékajiciho do cho-
vatelského systému
2) Stanoveni zakladniho panelu bioindikator( monitorujici systém (Core
BioPanel)
3) Vliv prevence a léebnych zasahl managementu na celoro¢ni mikro-
biom systém(
Zde uvadime jen vysledky k bodu 2 a uvadime stru¢ny prehled klicovych
skupin mikroorganismu jako indikatord s rozlicnou funkci. A pfidavdme
i stru¢nou diskusi nad vhodnymi kroky provozniho managementu.
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V obou RAS systémech jsme detekovali 10 spolecenstev, které jsme roz-
délili do tfi hlavnich skupin: prospésné, signalni a Skodlivé.

Skupina: Prospésné mikroorganismy

a) Biofiltrové spolecenstvo

Funkce: Oxidace amoniaku na dusitany (NO,") a nasledné na dusi¢nany
(NOs), klicové pro nitrifikaci.

Stav: identifikovany nitrifikacni bakterie (AOB, NOB) - rody: Nitrosomonas,
Nitrosospira, Nitrospira, Nitrospina, Nitrobacter.

Funkce: Odstranovani dusi¢nant zpét na dusik, pomahaji pfi snizovani
koncentrace dusi¢nan(.

Stav: identifikovany denitrifika¢ni bakterie - rody: Comamonas, Dechloro-
monas, Paracoccus, Thauera, Denitratisoma, Bradyrhizobium, Paucibac-
ter atd.

Stav souhrnné: biofiltry obou RAS nebyly dlouhodobé (>5 let) naockovany
komer¢ni kulturou, jsou udrzovany prenosem 5-10 % objemu nosica zra-
Iého média z funkZniho biofiltru. Rovnéz byl pozorovan pocetny prispévek
z pritokové vody predevsim povrchového typu.

Indikator: prokazana pritomnost ve vy3Sich koncentracich signalizuji efek-
tivni biologickou filtraci.

b) Probiotické spoleCenstvo

Funkce: zlepSeni imunitniho systému ryb, potlacovani patogent

Stav: pozorovany rody Bacillus, Lactobacillus, Ligilactobacillus Pediococcus,
Paenibacillus.

) Biofilmové spoletenstvo
Jde o klicovy vice vrstevnaty ekosystém rozlicnych spolecenstev mikroorga-
nismd, ktefi mezi sebou interaguji, soutézi i spolupracuiji:

* VnéjSivrstva - aerobni rozhrani

Funkce: nitrifikace + odbouravani snadno dostupného uhliku

Stav: pozorovany bohaté spolecenstva nitrifikdtord (AOB, NOB), aerob-
nich heterotrofl a producentl EPS (exopolysacharidl) zodpovidajici za
soudrznost biofilmu. Konkrétné se jednalo o rody: Sphingomonas, Pseu-
domonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Comamonas, Chryseobacterium,
Chryseolinea, Chthoniobacter, Defluviimonas alba, Sphingomonas atd.

V celoro¢nim pohledu zjiSténé trendy odkazovaly jak na zralost, odol-
nost a stabilitu biofilmu s dobfe vyvinutym redoxnim potencidlem, tak
i na eutrofizaci, organické pretizeni a ekologicky stres ¢i oslabeni nitri-
fikace.
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Obr. 3: Struktura vrstev biofilmu

Indikator Zadouci: stabilni pritomnost nitrifikator(, tenky/soudrzny
biofilm, Nizky TAN a NO,- ve vodé, plynulé ubyvani alkalinity (spotfeba
zasady = probihajici nitrifikace, pFitomni prvoci (ndlevnici) jako ,Cistici".
Indikator rizikovy: Vysoky DOC/TSS — povrch prerdsta heterotrofni sliz,
roste EPS a biofilm tloustne, rlist oportunistd (napf. Aeromonas, Flavo-
bacterium), pokles podilu nitrifikatord, kolisani DO u nosice (lokalné pod
~5-6 mg/I, u lososovitych vyS3i potfeba) a rychla spotreba alkalinity bez
odpovidajiciho poklesu TAN (neefektivni nitrifikace), ¢asté odlupovani
vlocek pFi smyku/aeraci — zhor3eni filtrace a prfenos organiky dal do
systému.

Sledovat: DO u biofiltru, TAN/NO,/NOs-, alkalita/pH (denni trend), DOC/
TSS, mikroskopii biofilmu, podil nitrifikator( (16S/shotgun nebo gPCR
amoA/nxrB).

Reakce: ZvySit proudéni a provést proplach (ale ne destruktivné). Snizit
DOC: krmna disciplina, U¢inné&jSi mechanicka filtrace/odtahy kalu. Stabi-
lizovat pH/alkalitu (mensi, Castéjsi davky zasady).

e Prechodova hypoxicka vrstva
Funkce: koexistence aerobnich a fakultativné anaerobnich procesu; ¢ast
nitrifikace a pocatek denitrifikace.
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Stav: pozorovany bohata spolecenstva bakterii: Paracoccus, Thauera,
Dechloromonas, Denitratisoma, aj.

Indikator Zadouci: Vyvazena koexistence: aerobové + fakultativni de-
nitrifikatofi (Paracoccus, Thauera, Dechloromonas) bez prerdstani. Nizky,
stabilni NO,~ (bez Spicek po zatézich), ORP v mirné oxidujicim pasmu. Po
proplachu se rychle obnovi nitrifikace (kratka doba navratu k nizkému
TAN/NO;").

Indikator rizikovy: Kolisani NO,-, epizody N,O, zvySeny pomér denitri-
fikator( k nitrifikdtordm v datech. Presyceni organikou — denitrifikace
Lpredbihd”, mize dochazet k DNRA (NOs—NH,*) - TAN se drZi vysoko.
Po sanitaci/UV zpozdéna obnova nitrifikace (povrchova zéna oslabena).
Sleduj: NO,/NOs- (profil béhem dne), N,O (pokud je senzor), ORP, 16S/
shotgun (denitrifikatory vs. nitrifikatofi), pomér DOC:NO;".

Reakce: Vyrovnat zatizeni amoniakem, nepfekrmovat. Snizit DOC (me-
chanicka filtrace, odtahy kalu). Jemné navysit aeraci/michani, aby se
posunula hranice DO bliZze k povrchu. Omezit tvrdé dezinfekéni zasahy
v hlavni smy¢ce; planovat je off-line.

e Vnitfni vrstva - anoxicka/anaerobni jadrova zéna

Funkce: denitrifikace, DNRA (NO3-—NH,*), fermentace a redukce S/Fe,
rozklad odumfelych bunék, organickych zbytk( a biofilm(, zlepSuje se
kvalita vody.

Stav: pozorovana spolecenstva fermentor( (Casto Bacteroidota a Firmi-
cutes - napf. Bacteroides, Clostridium), Sulfat-redukujici (Desulfovibrio,
Halochromatium, Chloroherpeton) a Zelezo-redukujici (Geobacter, Anaero-
myxobacter). A dale rody: Shewanella, Planctomyces atd.

Indikator Zadouci: Malé, stabilni jadro bez zapachu po sirovodiky;
funkéni je ,pojistnd” denitrifikace, nikoli dominantni fermentace. Nizké
az neméritelné H,S v okolni vodé; NOs- klesa bez narlstl TAN (tj. nepre-
vlada DNRA).

Indikator rizikovy: ZvétSovani anaerobniho jadra (tlusty biofilm), za-
pach H,S, ¢erndni usazenin. RUst sulfat-/siricitan-reduktor( (Desulfovib-
rio) a Fe-reduktort (Geobacter, Anaeromyxobacter); pfi sou¢asném NO,-
mozna chemodenitrifikace — N,O. DNRA (NOs—NH,*): TAN nekless,
ackoli je dostatek NOs~. Vlockovity kal se uvolfiuje do okruhu — sekun-
darni zakal a kyslikovy stres.

Sledovat: H,S (mistné i ve vodnim sloupci), ORP (rizikové jsou hluboce
zaporné hodnoty v sedimentech), Zelezo (Fe*), N,O, mikroskopie kalu,
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16S/shotgun (SRB/Fe-reduktory, fermentori) a pomér DNRA vs. denitri-
fikace (markerové geny).

Reakce: Ztencit biofilm: zvySit smyk, proplach/backwash, mechanicky
odstranit ,kapsy”. Odstranit jemny kal a ,dead zones" v potrubi/nadr-
Zich. Omezit pfisun siry/Fe (materidly, koroze), stabilizovat pH/DO. Po-
kud se objevi H,S ¢i zvySeny nardst S-redukujicich bakterii okamzité ae-
rovat a zdroj kalu fyzicky odstranit (ne ,1éc¢it chemii” v hlavnim okruhu).

d) Spolecenstvo obligatnich predatord (BALOs)

Stav a funkce: byli identifikovani obligatni predatofi, ktefi jsou uzite¢nym
ekologickym nastrojem pro potlaceni hlavné gram-negativnich oportunis-
ta ve vodnich systémech (rody Aeromonas, Vibrio, Flavobacterium, nékteré
Pseudomonas, ale pozor potencialné i nitrifikatora Nitrosomonas). Nejsou
pouzivani jako trvala pfisada do biofiltru a nenahradi preventivné-lé¢ebny
management. Klesne-li hustota kofisti, klesne i populace BALOs. Jsou cit-
livé na UV, ozon, vysoké ORP a chemikalie stejné jak cilové bakterie. Roz-
poznali jsme: Bdellovibrio spp., Chondromyces crocatus, Kordiimonas lipoly-
tica, Lactococcus lactis, Micavibrio aeruginosavorus, Myxococcus hansupus,
Nannocystis pusilla, Paenibacillus polymyxa, Peredibacter starrii, Polyangium
brachysporum a P. fumosum, Pseudoduganella danionis, Pseudomonas RU47,
Sandaracinus amylolyticus atd.

Nejsou zatim komeréné vyuzivani, ale nékteré jsou jiz zkoumani jako
alternativa k antibiotikim/probiotikiim v akvakulture. Nékteré chrani nitri-
fikatory a denitrifikatory pfed mechanickym ¢i oxidacnim poSkozenim (Os,
H,0,), jiné produkuji antimikrobialni metabolity (napf. indolové derivaty)
a jiné jsou i antifungalnimi druhy.

Skupina: Signdlni mikroorganismy

e) Spolecenstvo extremotolerantnich bakterii

V akvakulturnich systémech se objevuji bakterie, které dokazou prezivat
v extrémnich podminkach: kolisani pH, teploty, salinity, redoxnich poten-
ciall, vyssi mnozstvi amoniaku i oxidacniho stresu (UV, ozonizace). Tyto
organismy jsou spiSe extremotolerantni a nemusi byt nutné extremofilni,
protoZe nejde o trvaly extrém, ale adaptaci na vykyvy.

Stav a funkce: identifikovali jsme rody Deinococcus, Sphingomonas a Ba-
cillus = ,dobfi odolni pomocnici, indikuji stabilitu a regeneraci biofilmu po
stresu. Dale Acinetobacter spp. a Pseudomonas aeruginosa = rizikovi oportu-
nisté, jejich pfemnoZeni signalizuje ekologicky stres, pretizeni nebo Spatné
hygienické podminky. Acinetobacter spp. jsou odolné v(ci dezinfekci, an-
tibiotikim a t&zkym koviim. Casti kolonizatofi biofilmu po ¢isténi. Mohou
byt oportunni patogeny a indikuji organickou zatéz. A pak spéry Bacillus
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subtilis prezivaji teplo, vyschnuti a dezinfekci. Typické - rychla obnova mik-
robialni komunity po zasahu. Dobry indikator odolnosti a schopnosti sys-
tému se regenerovat.

f) Spolecenstvo zajistujici monitoring tézkych kovl ve zdrojich vody
avsystému

Pro ryby jsou nékteré kovy rizikem jako napf. Cu, Zn, Al, Pb, Cd, Ni, Cr, Hg,

As - poskozuji Zabry (osmoregulace, dychani), imunitu a chovani. Pro bio-

filtr jsou rizikem Cu, Zn, Ni, Cr(VI) utlumuiji nitrifikdtory uz v nizkych mnoz-

stvich. Kovy se objevuji diky pritomnym materialim a procesu koroze, che-

mii i [é¢ivim, krmivu, pritokové vodé atd.

Stav: byly pozorovany v hlubinnych i povrchovy zdrojich vod rozlicné
bakterie, které poukazuji na dlouhodobou i obfasnou pritomnost tézkych
kovl ve vodnim prostredi. Jednalo se napf. o bakterie: Herminiimonas arse-
nicoxydans a Herminiimonas arsenitoxidans (As); Fervidicella metallireducens,
Leptothrix cholodnii, L.discophora, L. mobilis (Fe, Mn, V, Co); Cupriavidus me-
tallidurans, C. necator (Cu, Zn, Cd, Ni, Hg, Pb) a dalSi: Ralstonia, Arthrobacter,
Ferriphaselus, Gallionella, Magnetospirillum, Pedomicrobium, Sideroxydans.

Skupina: Skodlivé/rizikové mikroorganismy

g) Spolecenstvo ohroZujicich cyanobakterif

Stav a funkce: byly prokazany v nékterych povrchovych zdrojich vod druhy
sinic, které jsou ohrozenim pro rybi obsadku z rozli¢nych ddvodd: produk-
ci toxinG (hepatotoxiny, neurotoxiny, dermatotoxiny a iritanty, subletalni
stres a podrazdéni Zaber, imunitni a osmoregulacni stres a horsi rlst, o,
a pH vykyvy, rozpad cyanobakterialniho kvétu = spotfeba kysliku a uvol-
néni DOC — vybuch heterotrof(, tlustsi biofilm, oslabeni nitrifikace, riziko
H.S v kapsach, Off-flavour: geosmin/MIB — ,blativa“ pachut'v mase, méni
pomér nitrifikatori : heterotrofim, pribyva denitrifikace/DNRA v jadru bio-
filmu (zmé&na biofilmové ekologie).

Sledovat: DO (den/noc), pH profil, TAN/NO,-, DOC/TSS, ORP, zakal, za-
pach/chut (geosmin/MIB), mikroskopie natérd ze stén a sitek, molekular-
né: 16S/shotgun + markery mcy, cyr, ana, sxt (genové klastry pro toxiny).

Identifikovali jsme v nékterych povrchovych pfitocich napf. Microcystis
aeruginosa, Anabaena sp. 90, Anabaena sp. WA102, Dolichospermum spp.,
Planktothrix agardhii, Nodularia spumigena, Anabaena cylindrica, Gloeocapsa
sp. PCC 7428 v rozlicném mnozstvi, ale v teplejSich mésicich i velmi alarmu-
jicich koncentracich.

Reakce: Okamzité zvysit aeraci/oxygenaci, drzet P nizko (4¢inné odta-
hy kalu, neprekrmovat), vyrovnané C:N, prerusit krmeni a omezovani DOC
lepsi filtraci atd.
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h) Spolecenstvo producentd ,off-flavour”
Stav a funkce: byly detekovany mikroorganismy produkujici zejména geos-
min a 2-methylisoborneol (2-MIB), ktefi jsou v chovech ryb nevhodné, pro-
toZe i stopové mnozstvi téchto latek mlze zplsobovat neZadouci ,bahni-
tou” nebo ,zemitou” chut' masa, a tak snizovat prodejni kvalitu i trzni cenu.

Byly identifikovany tyto rody: Streptomyces, Nocardia, Nocardiodes, Os-
cillatoria, Planktothrix, Phormidium, Lyngbya, Dolichospermum, Pseudomo-
nas, Sphingomonas, Rhodococcus.

Sledovat: 16S/shotgun nebo markery geoA/mibC jako v€asny varovny
signal.

Reakce: tfeba omezit mrtvou zénu a kaly, zlepS3it svételny rezim (branit
vzniku vodnich kvétd), posilit filtracni a strippingové kroky.

i) Spolecenstvo patogenut ryb

Stav: v roce 2024 byly zaznamenany rizné hladiny a trendy bakterii ohrozu-
jici rybi obsadku: Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, Aeromonas
veronii, Lactoccocus garvieae, Flavobacterium psychrophilum, Flavobacterium
branchiophilum, Flavobacterium columnare a byly propojovany s manifesta-
ci pfiznakd navenek a s [é¢ebnymi zasahy.

j) Spolecenstvo oportunnich lidskych patogen(

Funkce: Nejsou primarné patogenni, ale mohou vyvolat infekci u ¢lovéka
pfi oslabené imunité, poranéni kiize nebo kontaktu s biofilmem ¢i pfi ae-
rosolizaci vody. Stav: byly zaznamenany bakterie ohroZujici lidskou obslu-
hu: Lactoccocus garvieae, Granulibacter bethesdensis a rodu Legionella - L.
pneumophila, L. longbeachae, L. oakridgensis, L. sainthelensi, L. waltersii, L.
clemsonensis: Pritomnost druh( jako L. pneumophila, L. longbeachae nebo
L. oakridgensis vyzaduje okamZzitou hygienickou kontrolu systému. Ur¢ité
je na misté uplatfiovat biosafety Uroven 2 a pfisné hygienické zachazeni
s biofilmem, aerosoly a vodou.

Zaver
Metagenomicky monitoring ro¢niho cyklu v chovatelském zafizeni je velmi
pfinosny - prinasi detailni vhled do vodniho mikrobiomu, umozfuje cile-
né zasahy podle roc¢nich fazi a pomaha racionalné nastavit management
vodnich zdroji. UmoZnuje i v€asnou prevenci mikrobidlnich nerovnovah
aonemocnéni a podporuje optimalizaci provozu, dezinfekce i filtrace. V ne-
posledni fadé prinasi ekonomické vyhody diky lepSimu zdravi ryb a vyssi
produkci.

Ocekava se, Ze neustaly technologicky pokrok a sniZujici se naklady
zpfistupni metagenomické pfistupy v Sirokém méfitku. Probiha také vyvoj

36



Vyuzitl metagenomiky pro monitoring kvality vody a nakaz v recirkulacnich systémech

uzivatelsky privétivéjSich platforem a cilenych sekvenénich sad urcenych
specidlné pro akvakulturni mikrobiomy, které slibuji pfeklenuti propasti
mezi vyzkumem a aplikaci. V kontextu udrzitelné akvakultury predstavuje
aplikace metagenomiky mocny nastroj pro ekologické porozuméni a mi-
krobidlni management. Poskytovanim podrobného pohledu na mikrobi-
alni ekosystémy v realném Case podporuje metagenomika optimalizaci
funkci systému, kontrolu nemoci a ochranu Zivotniho prostfedi. Vzhledem
k tomu, Ze precizni akvakultura nadale nabyva na dynamice, bude mikro-
bialni genomika nepochybné hrat ustfedni roli v navrhu a provozu recir-
kulacnich systémU nové generace, coZ prispéje k potravinové bezpecnosti
a rastu primyslu (Renwick 2025).
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Studie vznikla za finan¢ni podpory projektu NAZV QK21010030 - Globali-
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Abstrakt
Tato prace byla zaméfena na testovani biocidniho ucinku techno-
logie CaviPlasma zaloZené na kombinaci hydrodynamické kavitace
a nizkoteplotniho plazmatu. Byl testovan biocidni Gcinek vici tfem
bakteridlnim patogenlm ryb - Aeromonas salmonicida, Aeromonas
hydrophila a Flavobacterium psychrophilum. Vysledky prokazaly vyso-
kou biocidni Gc¢innost Upravy vody pomoci technologie CaviPlasma.
K Uplné eliminaci F. psychrophilum doslo okamZité, dokonce i pfi
nejkratSim oSetfeni. Aeromonady vykazovaly vy3Si odolnost; k oka-
mZzité Uplné eliminaci bylo potfeba del3iho oSetfeni nez u F. psychro-
philum. B8hem skladovani oSetfenych bakteridlnich suspenzi v3ak
koncentrace Zivych aeromondd klesly az na nulu, a to i pfi nejkratsi
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dobé o3etreni. Vysledky ukazuji, Ze technologie CaviPlasma je per-
spektivni metodou sanace vody s potencialem pro vyuZziti k oSetfeni
pritokové vody v recirkulacnich akvakulturnich systémech.

Uvod

K nejcastéjSim pricinam ztrat v chovech ryb patfi choroby zplsobené bak-
teridlnimi patogeny. K 1é¢bé bakteridlnich infekci se obvykle vyuZivaji anti-
biotika a chemoterapeutika, soucasné trendy vSak sméfuji k omezeni pou-
Zivani téchto latek a kladou velky dliraz na prevenci a na environmentalné
udrzitelné postupy. Jednim z dlleZitych preventivnich opatieni je eliminace
patogent z pritokové vody. K tomuto Ucelu se v rybarské praxi nejcastéji
vyuziva oSetfeni vody ozonizaci nebo ultrafialovym (UV) zafenim. Obé tyto
metody vSak maji své limity. Ozon je nestabilni molekula vysoce toxicka pro
ryby i pro dalsi organismy a jeho pouziti vyZaduje presné davkovani a pe¢-
livou kontrolu. PFi pfedavkovani maze dojit k poskozeni ryb nebo k posko-
zeni mikrobidlni komunity biofiltru. Nejvétsi nevyhodou UV o3etfeni je jeho
snizena ucinnost ve vodé s horsi priihlednosti - ¢astice pfitomné ve vodé
mohou “odstinit” patogeny od UV zareni (Hoogenboom a kol, 2018).

V této studii bylo testovano o3etfeni vody metodou CaviPlasma, ktera je
zaloZena na synergickém efektu hydrodynamické kavitace a nizkoteplotni-
ho plazmatu. Béhem oSetfeni vznikaji ve vodé kromé UV zareni i reaktivni
formy kysliku s biocidnim G¢inkem (Cech a kol., 2025). Biocidni G¢inek byl
jiz dfive prokazan u vody kontaminované cyanobakteriemi (Marsalek a kol.,
2020) a bylo také zjiSténo, Ze oSetfena voda dokaze v in vitro podminkach
inhibovat rdst cyanobakterii a zelenych Fas (Cech a kol., 2020). V této praci
byly pro testovani zvoleny tfi bézné bakterialni patogeny ryb - Aeromonas
salmonicida, Aeromonas hydrophila a Flavobacterium psychrophilum.

Material a metody

Byly pFipraveny tfi modelové suspenze bakterii. Bakterie byly pomnoZeny
v tekutych médiich (TYES bujén pro F. psychrophilum a BHI bujon pro A. sal-
monicida a A. hydrophila) a nasledné naredény odstatou vodovodni vodou
na koncentraci 10% CFU/L. Poté byly bakterialni suspenze oSetfeny Cavi-
Plasmou; bylo pouZito pét rliznych délek oSetreni (21; 42; 63; 84 a 105 s).
NeoSetrfené suspenze slouzily jako kontrola. OSetfené/neoSetrené suspen-
ze byly inkubovany pf¥i teploté 17 °C a inokulovany na agar (u Aeromonas
spp. 0, 1,2 a 7 dni po o3etfeni, u Flavobacterium psychrophilum0,1, 2, 3,6, 8
a 15 dni po osetreni). Po narlstu kolonii byly kolonie spocitany a byl zjistén
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pocet CFU na 1 ml vzorku. Dale byly v oSetfenych suspenzich méfeny kon-
centrace vzniklych vodorozpustnych peroxidi pomoci komercniho kitu
(Pierce™ Quantitative Peroxide Assay Kit; Thermofisher Scientific, USA).

Vysledky a diskuze

Vysledky prokazaly vysokou biocidni G€innost Upravy vody pomoci techno-
logie CaviPlasma. K Uplné eliminaci F. psychrophilum doSlo okamZzité, do-
konce i pfi nejkratSim oSetfeni (21 s) (Tabulka 1). Aeromonady vykazovaly
mirné vyssi odolnost; okamZité eliminace bylo dosazeno az pfi 63 s oSetfe-
ni (u A. hydrophila) a 84 s oSetfeni (u A. salmonicida). Pfestoze krat3i oSetre-
ni nedokazalo okamzité eliminovat vSechny aeromonady, béhem nasledné
inkubace se ve v3ech suspenzich koncentrace Zivych bakterii postupné sni-
Zila na nulu (Tabulka 2, 3). Tento opozdény efekt byl pravdépodobné zp(-
soben dlouhodobou perzistenci peroxidd v oSetfenych suspenzich (Graf 1)
(Odehnalova a kol., 2024). Podobny nepfimy efekt CaviPlasmy byl proka-
zan i ve studii Cech a kol. (2020) - o3etfena voda pridana do kultiva¢niho
média inhibovala rist cyanobakterii a zelenych fas.

Zavér

Tato prace ukazala, Ze technologie CaviPlasma je perspektivni metodou
sanace vody s potencialem pro vyuZiti k oSetfeni pritokové vody v recir-
kulacnich akvakulturnich systémech (RAS). Zafizeni je schopno oSetfit az

Tab. 1: Viabilita F. psychrophilum po osetfeni bakteridinich suspenzi CaviPlasmou.
Osetrené/neosetrené suspenze byly inkubovdny pri 17 °C a ockovdny na TYES agar
0, 1,2, 3,6,8a 15 dni po oSetreni. Data predstavuji pocty CFU bakterii po 72 hodi-
ndch kultivace.

osetfeni | _ o | 1 | 2 0 3 | 6 | 8 | 15

kontrola |1,1x10°|1,6x107(8,6x107|7,1x107|7,1x107| 1x10” [1,6x10°
21s 0 0 0 0 0 0 0
42's 0 0 0 0 0 0 0
63s 0 0 0 0 0 0 0
84s 0 0 0 0 0 0 0
105s 0 0 0 0 0 0 0
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desitky m® vody za hodinu, coz umozZziiuje jeho vyuziti v redlnych provoz-
nich podminkach. Tato technologie poskytuje moznost vyznamné omezit
environmentalni zatéz a dlouhodobé vedlejsi Ucinky pouzivani chemickych
|éciv.

Tab. 2: Viabilita Aeromonas salmonicida po oSetfeni bakteridlnich suspenzi Cavi-
Plasmou. OSetfené/neoSetrené suspenze byly inkubovdny pri 17 °C a ockovdny na
Columbia blood agar 0, 1, 2 a 7 dni po oSetfeni. Data predstavuji pocty CFU bakterii

po 24 hodindch kultivace.
o2 7

Délka oSetreni

kontrola 4,5x10¢ 8,6 x 107 1,8x108 2x108
23s 1,0x 108 2,9x 103 0 0
42's 1,2x10° 29x10° 0 0
63s 9x 10! 0 0 0
84s 0 0 0 0
105s 0 0 0 0

Tab. 3: Viabilita Aeromonas hydrophila po oSetfeni bakteridlnich suspenzi Cavi-
Plasmou. OSetrené/neoSetrené suspenze byly inkubovdny pfi 17 °C a ockovdny na
Columbia blood agar 0, 1, 2 a 7 dni po osetreni. Data predstavuji pocty CFU bakterii
po 24 hodindch kultivace.

Dny po oSetreni

Délka oSetreni

kontrola 7,3x 108 7,5x107 6,6 x 107 1,0x 108
23s 7.8x10° <103 <10? 0
42's 2,7x104 <10? <10 0
63s 0 0 0 0
84s 0 0 0 0
105s 0 0 0 0
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Obr. 1: Koncentrace vodorozpustnych peroxidd v suspenzich A. salmonicida a A.
hydrophila, rzna délka o3etreni (23; 42; 63; 84 a 105 s). Sedé sloupce: koncen-
trace peroxidd 2 h po oSetreni, Cerné sloupce: koncentrace peroxid 7 dni po
oSetreni.
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Abstrakt

Cilem studie bylo ové&fit uicinnost technologie CaviPlasma pfi elimi-
naci rybiho ektoparazita Ichthyophthirius multifiliis. Experiment byl
proveden na juvenilnich jedincich sumce velkého (Silurus glanis),
ktefi byli vystaveni vodé obsahujici infekéni stadia parazita oSetfené
technologii CaviPlasma po dobu 80 a 420 sekund. Experiment zahr-
noval pozitivni a negativni kontrolu. PFitomnost parazita byla zazna-
menana pouze u pozitivni kontrolni skupiny. Hematologicka analyza
prokéazala snizené hodnoty leukocytll a lymfocytl u pozitivni kont-
roly oproti ostatnim skupindm a fagocytarni aktivita byla vyznamné
zvySena u ryb z pozitivni kontroly ve srovnani s negativni kontrolou.
Vysledky potvrzuji, Ze oSetfeni vody technologii CaviPlasma ucinné
eliminuje stadia I. multifiliis ve vodé a pfedstavuje potencialné efek-
tivni nastroj pro prevenci Sifeni tohoto parazita v akvakulture.

Uvod

Ichthyophthirius multifiliis je ektoparaziticky nalevnik napadajici Siroké
spektrum sladkovodnich ryb. Zplsobuje onemocnéni ichtyoftiridzu, né-
kdy také nazyvané koZovcovitost nebo krupicka, které predstavuje jedno
z nejvyznamnéjSich parazitarnich onemocnéni v akvakultufe. Parazit napa-
da kazi a Zabry ryb, kde zplsobuje mechanické poskozeni tkani, zhorseni
respiracnich a osmoregulacnich funkci a v pokrocilych pfipadech i morta-
litu. Vyvojovy cyklus I multifiliis zahrnuje nékolik morfologicky i funkéné
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odliSnych stadii a je vyrazné ovlivnén teplotou prostredi. PFi vy3Sich tep-
lotach probiha jeho vyvoj rychleji, coz vede k intenzivnéjsi infekci a cas-
tému vyskytu v teplych obdobich roku (Matthews 2005, Palikova 2019).
V poslednich letech je pozornost vénovana hledani novych metod, které
by mohly pfispét k omezeni Sifeni tohoto parazita v chovech ryb. Jednou
z inovativnich technologif je zafizeni CaviPlasma, kombinujici nizkoenerge-
ticky plazmaticky vyboj a hydrodynamickou kavitaci. Tato metoda Ize vyuzit
pri dekontaminaci vodniho prostredi a eliminaci rdznych mikroorganismd

(Marsalek et al. 2019).

Material a metodika

Experiment byl realizovan s juvenilnimi jedinci sumce velkého (Silurus gla-
nis) vazicich 6.3 £ 1.3 g. Celkem 80 ryb bylo rozdéleno do osmi akvarii po
deseti kusech. Pfed zahajenim pokusu probihala sedmidenni aklimatizace,
b&hem niz si ryby pFivykly na nové prostredi. Po této fazi byla hladina vody
v jednotlivych akvariich snizena o 10 %, aby bylo mozné doplnit pfislus-
né mnoZstvi oSetfené i neoSetfené vody. K pfipravé infekéniho materi-
alu byla pouzita odstata kohoutkova voda. Do vody v 30 L nadobé byly
pridany seskraby kize pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) pfirozené
infikovaného I. multifiliis, spolu s vodou z Petriho misek, na nichz byl para-
zit kultivovan in vitro. Pfitomnost parazita byla ve vSech vzorcich ovérena
mikroskopicky. Voda s parazity byla dobfe promichana a rozdélena do Sesti
pétilitrovych nddob. Dvé nadoby s infekéni vodou byly ponechany bez o3et-
feni pro pozitivni kontrolu, dvé byly oSetfeny pomoci zafizeni CaviPlasma.
po dobu 80 s a dalSi dvé byly oSetfeny po dobu 420 s. Experiment zahrno-
val Ctyfi skupiny ryb, kazdou v duplikatu. Skupiny 1 a 2 pfedstavovaly nega-
tivni kontroly, do jejichZ nadrzi byla pfilita pouze Cista odstata kohoutkova
voda bez pfitomnosti parazita. Skupiny 3 a 4 obdrZely vodu s infekénimi
stadii I multifiliis oSetfenou CaviPlasmou po dobu 80 s, zatimco skupiny
5 a 6 vodu oSetfenou po dobu 420 s. Do skupin 7 a 8 (pozitivni kontrola)
byla pfiddna neo3etfena voda s pritomnymi stadii parazita. Ve v3ech pfi-
padech predstavoval objem pfidané vody 10 % celkového objemu nadrze.
Po projeveni typickych klinickych ptiznakl ichtyoftiridzy (bilé tecky na kizi)
byly provedeny odbéry vzork(. Rybam byla odebrana krev, po odbéru krve
ryby byly usmrceny a nasledné byly zhotoveny a mikroskopicky prohlédnu-
ty seskraby z kliZe a Zaber. Kazdy jedinec byl také zvazen a zméren. Mikro-
skopicky byly stanoveny pocty I. multifiliis ve vzorcich kdze a Zaber. U koz-
nich seskrabl byl poCet parazitd vyhodnocen v jednotlivych zornych polich
pfi zvétSeni 40%, zatimco u Zaber byly spocitany absolutni pocty parazitQ.
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Z krevnich vzorkU byly urceny pocty erytrocytl a leukocytl a byla stanove-
na fagocytarni aktivita perifernich fagocytd chemiluminiscenéni metodou.

Vysledky

Pritomnost I multifiliis byla zjisténa pouze u ryb v pozitivni kontrolni skupi-
né, a to u vSech vysetfenych jedincl. Intenzita infekce na povrchu téla se
pohybovala v rozmezi 20-70 jedinc( v jednom zorném poli pfi zvétSeni 40x,
primérny pocet parazitl ze Zaber dosahoval 30 jedinct na rybu. Primérné
hodnoty poctl erytrocytt a leukocytd pro jednotlivé skupiny jsou uvedeny
v tabulce 1. V pfipadé Cervenych krvinek nebyly zaznamenany statisticky
vyznamné rozdily mezi skupinami. Naproti tomu pocet bilych krvinek byl
vyznamné nizsi u ryb z pozitivni kontroly ve srovnani s negativni kontro-
lou. Statisticky vyznamny rozdil byl rovnéz prokazan mezi skupinami Cavi-
Plasma 420 s vs. pozitivni kontrola. Onemocnéni ichtyoftiriézou mélo sig-
nifikantni vliv také na hodnoty oxidativniho vzplanuti perifernich fagocytd,
které byly v pozitivni kontrole vyznamné zvySeny oproti negativni kontrole
(graf €. 1).

Tab. 1: Hematologické parametry a fagocytarni aktivita fagocytd z celkové krve.
Data jsou vyjadrena jako priiméry + smérodatné odchylky. Statisticky vyznamné
rozdily mezi skupinami jsou oznaceny rdznymi indexy 2, n = 8 pro kazdou sku-
pinu, PA - fagocytarni aktivita, RLU - relativni svételna jednotka.

Skupiny ryb
Parametry

Negativni | CaviPlasma | CaviPlasma Pozitivni
kontrola 80s 420 s kontrola

Erytrocyty [107/L] | 1.9+ 0.3 16403 18402 15405
Leukocyty [10°/L] | 73.8+16.6° | 72.9413.5% | 62.8424.4% | 41.8+14.1°
Lymfocyty [%] 96.6+ 17> | 9313+67% | 93.8+48° | 843+7.5
Lymfocyty [10%L] | 71.3+16.4% | 682+14.8 | 58.97+23.20 | 35341340
Fagocyty [%] 34417 6.2+6.7% 63:+48° | 15847.5b
Fagocyty [10%/L] 24412 47+43 38:28 65+35
[Pn‘:if]‘]eak il 76.5+134° | 645+11.3° | 88.9+12.8 | 5294640
PA integrdl 13,020 + 50,853 + 27,800 + 130,946 +
[RLU. s] 6,593° 90,756% 23,109% 106,685
PA integral/1000 ; . . 1094.9 +
ooyl [RLUL 8] | 295:04 1493 559.0 £ 483.1% | 443.4 £ 267.3 oo,
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Obr. 1: Fagocytarni aktivita u jednotlivych skupin

Zaveér

Vysledky experimentu prokazaly, Ze oSetfeni vody technologii CaviPlasma
ucinné eliminovalo infekéni stadia I. multifiliis pfitomna ve vodnim prostre-
di. U ryb, které byly vystaveny infekéni vodé oSetfené CaviPlasmou, nebyl
zjistén zadny vyskyt parazita. Tyto vysledky potvrzuji vyznamny vliv aplika-
ce CaviPlasmy na Zivotaschopnost parazita ve vodé. Vzhledem k tomu, Ze
test byl zaméren vyhradné na volné Zijici stadia I. multifiliis, dalSi vyzkum
by mél zahrnovat také posouzeni Gcinnosti technologie proti stadiim pfi-
tomnym na hostiteli. Zaroven je vhodné ovéfit mozné fyziologické dopady
opakovaného pouziti této metody na ryby a dal3i vodni organismy.

Literatura

MarsSalek, Blahoslav, et al. Removal of Microcystis aeruginosa through
the combined effect of plasma discharge and hydrodynamic cavitation.
Water, 2019, 12.1: 8.

Matthews, R. A. Ichthyophthirius multifiliis Fouquet and ichthyophthiriosis
in freshwater teleosts. Advances in parasitology, 2005, 59: 159-241.

Palikova, Miroslava, et al. Nemoci a chorobné stavy ryb. JihoCeska univerzi-
ta v Ceskych Budé&jovicich, Fakulta rybaFstvi a ochrany vod, 2019.

47



Globalizace, moderni technologie a zména klimatu jako zdroje novych moznosti
a ohrozeni pro chovny management lososovitych ryb

Jsou ryby nesouci QTL pro rezistenci zarukou
odolnosti vuci infek€nim chorobam?

Papezikova 1."2, Mikulikova 1.2, Vaibarova V.3,
Pojezdal L.%, Matéjickova K. 4, Blahova J.>, Mendel J.¢,
MareSova E. ¢, Toulova 1."2, Palikova M.'2

"Ustav ekologie a chorob zoozvitat, zvéFe, ryb a véel, Fakulta veterindrni
hygieny a ekologie, Veterindrni univerzita Brno,
Palackého tr. 1946/1, 612 42 Brno

2(Jstav zoologie, rybdrstvi a hydrobiologie, Agronomickd fakulta,
Mendelova univerzita v Brné, Zemédélskd 1665/1, 613 00 Brno

3Ustav infeknich chorob a mikrobiologie, Fakulta veterindrni mediciny,
Veterindrni univerzita Brno, Palackého tr. 1946/1, 612 42 Brno

40ddéleni infekcnich chorob a preventivni mediciny, Vyzkumny dstav
veterindrniho lékarstvi, Hudcova 296/70, 621 00 Brno

sUstav ochrany a welfare zvitat a verejného veterindrniho lékarstvi,
Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni univerzita Brno,
Palackého tr. 1946/1, 612 42 Brno

s Ustav biologie obratlovcti, Akademie véd CR,
Kvétnd 170/8, 603 00 Brno

E-mail: papezikovai@vfu.cz

Abstrakt
Tato prace se zaméFila na hodnoceni odolnosti Ctyf genetickych li-
nii pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) vUci péti patogentim:
viru hemoragické septikémie (VHSV), viru infekéni hematopoetické
nekrézy (IHNV), bakterii Flavobacterium psychrophilum, a parazitim
koZovci rybimu (Ichthyophthirius multifiliis) a Tetracapsuloides bryo-
salmonae. DVé linie ryb nesly QTL spojené s rezistenci vici vybranym
patogenudm. Byla sledovana mortalita, vybrané imunitni parametry
(pocet leukocytl a fagocytarni aktivita) a zatéz patogeny. U infekce
F. psychrophilum byla prekvapivé nejvyssi mortalita zjiSténa u linie
s deklarovanou genetickou rezistenci, coZ naznacuje vliv dalSich fak-
tord, napfriklad odlisné virulence kment nebo interakci mezi gene-
tickou vybavou a prostredim. PFi infekci I. multifiliis vykazovala odol-
na linie zpocatku vyssi parazitarni zatéz, avsak pozdéji efektivnéjsi
eliminaci parazita. U virovych infekci a flavobakteridzy byla nejvy3si
mortalita spojena s vy$si fagocytarni aktivitou a poc¢tem leukocytd,
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coZz mUZe odrédZet deregulovanou imunitni odpovéd. Vysledky uka-
zuji, ze rezistence ryb vici onemocnéni je komplexni vlastnosti
zavislou na interakci mezi genotypem, patogenem a prostfedim.
Testovani odolnych linii pfed pouZitim v praxi by proto mélo vzdy
probihat v podminkach konkrétniho chovu.

Uvod

V intenzivni akvakultufe pfedstavuji infekéni onemocnéni jeden z hlavnich
problém( ohroZujicich zdravi ryb a produkci. Tradi¢né byla kontrola ne-
moci zaloZena pfedeviim na pouZzivani antibiotik a chemoterapeutik. Tyto
pristupy vsak celi rostoucim omezenim v dasledku nardstajici rezistence
patogend, omezeného poctu schvalenych IéCiv a rostouciho ddrazu na en-
vironmentalné udrzitelné postupy. Akvakultura se proto stale vice zaméru-
je na preventivni strategie (Cabello et al., 2013; Wright et al., 2023). Jednou
z perspektivnich preventivnich strategii je Slechténi geneticky odolnych
linif ryb vykazujicich zvySenou pfirozenou odolnost proti nékterym patoge-
ndm (Leeds et al., 2010).

Tato studie shrnuje vysledky experimentd, ve kterych byla testovana
odolnost rdznych genetickych linii pstruha duhového (Oncorhynchus my-
kiss) vaci infekci virem hemoragické septikémie (VHSV), virem infekéni he-
matopoetické nekrdzy (IHNV), infekci Flavobacterium psychrophilum (pa-
vodci syndromu pladku pstruha duhového, RFTS), infekci koZovcem rybim
(Ichthyophthirius multifiliis) a infekci Tetracapsuloides bryosalmonae (plvodci
proliferativnino onemocnéni ledvin, PKD). Rezistence vici proliferativnimu
onemocnéni ledvin byla testovana v terénnich podminkach, rezistence v{ci
ostatnim chorobam byla testovana v laboratornim prostredi.

Material a metodika

Experimenty byly provedeny na ctyrech rliznych genetickych liniich pstru-
ha duhového. Linie A a B nenesly QTL (quantitative trait loci) spojené s re-
zistenci vici testovanym patogendm. Linie C nesla QTL spojené s rezistenci
k syndromu pladku pstruha duhového (RFTS) a linie D nesla QTL pro rezis-
tenci vaci RFTS a kozZovci.

Pred zahajenim laboratornich experimentd byly ryby po dobu 14 dni
aklimatizovany na laboratorni podminky. Po celou dobu pokus( byla kon-
trolovana a zaznamenavana kvalita vody a byly méfeny zakladni parame-
try (pH, amoniakalni dusik, obsah dusitant, obsah chloridd, obsah kysliku
a teplota). Po celou dobu experimentl bylo sledovano chovani ryb a jejich
mortalita, ryby byly 2x denné krmeny komer¢nim granulovanym krmivem.
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Pocty leukocytll byly stanoveny pocitanim v Burkerové kom0rce. Fago-
cytarni aktivita byla stanovena chemiluminiscen¢ni metodou, interferon
gamma a hladina specifickych protilatek byly stanoveny pomoci ELISA. Po-
Cty parazitl na k(zi/zabrach u infekce I multifiliis byly stanoveny mikrosko-
picky. Infekce F. psychrophilum byla kontrolovana kultivacné.

Terénni experiment (rezistence viici PKD)

Rezistence vUci PKD byla testovana v chovu s endemickym vyskytem toho-
to onemocnéni. Ryby linii B a C byly pfivezeny do chovu a umistény ve spo-
le€né nadrzi. Po Sesti tydnech byly ryby odloveny, usmrceny, byl vyhodno-
cen stuperi zvétSeni sleziny a ledvin a zjiSténa zatéz T. bryosalmonae pomoci
gPCR (ze vzorku kaudalni ledviny). Ryby dvou pouzitych linii byly rozliSeny
genetickou analyzou vzorku ocasni ploutve.

Vysledky a diskuze
Infekce IHNV a VHSV

Tab. 2: Mortalita, pocty leukocytd, fagocytdrni aktivita a interferon gamma u ryb
infikovanych IHNV a VHSV. Statisticky vyznamné rozdily mezi liniemi jsou oznaceny
rozdilnymi pismeny.

%

preZi- Pocty Fagocytarni Fagor.:y‘t M1 Interferon
o 5 o aktivita,
vSich ryb | leukocytt aktivita, eak-time gamma (pg/
nakonci | (G/L) |integral/1000| P i mL)
pokusu
A 100 351+17,6 | 62,9+ 23,9 54,4 +15,2 | 98,0+ 16,4%
IHNV | B 82 46,5+17,6 | 127,7 £ 58,0° 45,0+4,9 95,7 +12,0°
C 96 29,6 £8,9 62,1 + 35,6° 52,1+5,5 69,9 + 27,22
A 52 37,3+11,8 66,4 + 63,3 56,6 +7,2 56,6 +7,2
VHSV | B 50 46,8 +9,7 77,7 £54,5 55,5+9,5 55,5+9,5
C 62 41,9+ 14,6 49,6 £ 34,8 53,6 +9,0 53,6 +9,0

U infekce IHNV i VHSV byla zaznamenana nejvyS3i mortalita u skupiny B
(jedna ze dvou skupin bez genetické odolnosti). U této skupiny byla zjiSté-
na i nejvyssi fagocytarni aktivita a nejvyssi pocty leukocytl. Mezi skupinami
nebyly zjiStény vyznamné rozdily v hladinach specifickych protilatek.
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Infekce F. psychrophilum

Tab. 3: Mortalita, pocty leukocytd a fagocytdrni aktivita u ryb infikovanych
F. psychrophilum (kmeny 560/7 a 6739/7). Statisticky vyznamné rozdily mezi liniemi
jsou oznaceny rozdilnymi pismeny.

%

prezi- Pocty Fagocytarni Fagosy.t A
o o o aktivita,
vSich ryb | leukocytu aktivita, eak-time
na konci (G/L)  |integrals1000 | PE2%
(min)
pokusu
B 86 39,3+12,2 35,6 £34,2 23,4191
£ psychrophilum 1 ¢ | 5q 4014128 | 51,8+354 | 372268
560/7
D 72 42,8 +18,9 43,8 +49,0 19,2 + 23,7
B 97 42,9+ 11,5 23,4491 70,8 + 4,82
F. psychrophilum .
6739/7 C 78 51,0 £ 26,9 37,2+26,8 45,0 + 18,6
D 92 37,5+11,7 19,2 + 23,7 43,0 £13,9°

U vSech ryb, které uhynuly v pribéhu pokusu, byla zjiSténa masivni systé-
mova infekce F. psychrophilum. U ryb, které pFezily do konce experimentu,
nebyla jiz pfitomnost plvodce zjisténa. Nejvyssi mortalita byla prekvapivé
zaznamenana u linie C s deklarovanou zvySenou odolnosti vici RFTS, a to
u obou testovanych kmend F. psychrophilum. U této skupiny byla zjisténa
i nejvyssi fagocytarni aktivita (integral) a u skupiny infikované kmenem
6739/7 i nejvyssi pocty leukocyt(.

Infekce I. multifiliis

Tab. 4: Pocty trofontu I. multifiliis na ktiZi a na Zébrdch 7 a 14 dni po experimentdini
infekci. Statisticky vyznamné rozdily mezi liniemi jsou oznaceny rozdilnymi pismeny.
Statisticky vyznamné rozdily mezi 7 a 14 dny po infekci jsou oznaceny tucné.

1,17 £ 0,75% 1,0+1,26° 7,33+6,19°

7 dni po infekci

13,33+£8,71% 9,0 £ 5,06° 33,17 £ 21,25°

Kdze 1,0+£1,1 3,83+2,64 1,33+£28
14 dni po infekci | _
Zabry | 29,33 £11,93 30,83 £ 14,63 28,33 £ 24,06
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Tab. 5: Pocty leukocytt a fagocytdrni aktivita u ryb infikovanych L. multifiliis. Stati-
sticky vyznamné rozdily mezi liniemi jsou oznaceny rozdilnymi pismeny. Statisticky
vyznamné rozdily mezi 7 a 14 dny po infekci jsou oznaceny tucné.

| me
e

Leukocyty 455+13,4 | 4824123 | 33,7439
Fagocytarni aktivita,
7 dni po infekci integral/1000 292178 | 446 £330 | 208+13,5
Fagocytarni aktivita, | ) 5, 49 25 | 56,5+ 13,3 | 39,5+6,1°
peak-time
Leukocyty 37,0£151 | 22,8+10,7 | 27,5+7,7
Fagocytarni aktivita,
14 dni po infekci integral/1000 644+54,7 | 694354 | 3394265
Fagocytarni akiivita, | 6404 10,5 | 58,0413,4 | 81,5£29,4
peak-time

V pribéhu experimentu nebyly ani u jedné z experimentélnich skupin
zaznamenany Uhyny. Sedm dni po infekci byly pFekvapivé nejvyssi pocty
parazitl nalezeny u skupiny D s geneticky danou zvySenou rezistenci vici

skupiny poklesly, na rozdil od dalSich dvou skupin, kde se pocty trofont(
oproti 7 dndim po infekci vyrazné zvysily, pfedevsim na Zabréch.

Infekce T. bryosalmonae
V priibéhu pokusu nebyly ani u jedné ze skupin zaznamenany Uhyny. Vét-
Sina ryb méla zvétSenou slezinu (linie B: 70 %, linie C: 65 %) a zvétSené
ledviny (linie B: 90 %, linie C: 100 %) a u 100 % ryb byla pomoci qPCR dete-
kovana pfitomnost DNAT. bryosalmonae. Ve stupni zvét3eni sleziny/ledvin
ani v zatézi T. bryosalmonae nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinami.

Hlavnim cilem studie bylo otestovat odolnost vici F. psychrophilum
a vlci koZovci, protoze dvé z testovanych linii nesly QTL pro zvySenou re-
zistenci vici témto patogentm. Dalsi dva experimenty (rezistence vUci vi-
rovym chorobam a vaci PKD) byly provedeny spiSe dopliikové. U infekce
F. psychrophilum byla navzdory oCekavani zjiSténa nejvyssi mortalita u ryb
s deklarovanou genetickou rezistenci vi¢i tomuto patogenu, a to u obou
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pouzitych kmen( bakterie. Na preziti ryb ma vliv mnoho faktord. Ryby s ge-
netickou rezistenci vci konkrétnimu patogenu mohou naopak vykazovat
snizenou odolnost v(ci jinému onemocnéni a/nebo vUci jinym stresordm.
Dalsim faktorem, ktery je tfeba brat v Gvahu, je kmen patogenu, kterému
byly ryby vystaveny. Kmeny F. psychrophilum pouZzité v této studii se mohly
liSit (antigenné i virulenci) od kmenU pouZitych pfi testovani a pfi vybéru je-
dinct pro Slechténi na odolnost. Ryby deklarované jako geneticky odolné je
tedy tfeba otestovat v podminkach konkrétniho chovu. Testovani by mélo
zahrnovat nejen mortalitu, ale také produkZni parametry, aby bylo mozné
posoudit ekonomickou navratnost investice do geneticky odolnych ryb.

U experimentu, v némz byly ryby infikovany koZzovcem, méla sedm dni
po infekci linie s deklarovanou geneticky podminénou rezistenci vici ko-
Zovci ve srovnani se dvéma neodolnymi liniemi vyrazné vyssi pocty trofon-
td na kdzi i na Zabrach. Po dal$im tydnu se vSak u této linie pocty parazitl
snizily; na kdzi velmi vyrazné, na zdbrach mirné. U dalSich dvou linii ryb
doslo naopak k vyraznému zvyseni poctu parazitl. Zda se, Ze odolna linie
nevykazuje zvySenou rezistenci vUci pocatecni infekci, ale ma efektivné;si
mechanismy nasledné kontroly a eliminace parazita.

U experimentd, v nichZ byly zaznamenany Uhyny ryb (challenge IHNV,
VHSV a F. psychrophilum) byla nejvy3S3i mortalita témér bez vyjimky spojena
s nejvyssimi pocty leukocytl v krvi a s nejvyssi fagocytarni aktivitou. Zvy-
Send intenzita fagocytézy indikuje zvySenou stimulaci nespecifické imunity
a jeji pripravenost k obrané. Interpretace tohoto vysledku se mizZe lisit po-
dle kontextu experimentu. U zdravych ryb, které nebyly vystaveny patoge-
ndm, signalizuje vyssi fagocytarni aktivita vy$si vrozenou schopnost branit
se infekci. Také po vakcinaci nebo podavani imunostimulantd maze vyssi
fagocytarni aktivita indikovat posileni nespecifické imunity. PFi infekci vSak
muze kombinace zvySené fagocytarni aktivity a vyssiho poctu leukocytt
naznacovat nadmérnou nebo deregulovanou imunitni odpovéd, vyvola-
nou silnou infekéni zatéZi &i stresovym stimulem. Takto aktivovany imunitni
systém nemusi nutné vést k efektivni eliminaci patogenu, ale mize pfispi-
vat k fyziologickému pretiZzeni organismu a nasledné mortalité.

Zaver

Vysledky studie ukazuji, Ze geneticka rezistence ryb vici infekénim one-
mocnénim neni univerzalni a jeji projevy mohou zaviset na konkrétnim pa-
togenu, jeho kmenii podminkach chovu. Linie pstruha duhového s deklaro-
vanou odolnosti nevykazovaly vZdy oCekavané vyssi preZiti, coz zdlraznuje
nutnost ovérovani jejich rezistence v realnych provoznich podminkach.
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Abstrakt

Soucasna akvakultura usiluje o produkci zdravych ryb s minimalnim
vyuZitim antibiotik a s dirazem na udrzitelnost a welfare. K dosa-
Zeni tohoto cile mlZe vyrazné prispét optimalizace krmnych smési
pomoci pfirodnich aditiv, ktera stimuluji imunitni systém, podporu-
ji zdravy stfevni mikrobiom a sniZuji stres. Studie experimentalné
hodnotila vliv krmnych aditiv - probiotik, B-glukand, selenu (Se)
a zinku (Zn) - na zdravotni a produkéni parametry pstruha duho-
vého (Oncorhynchus mykiss), a to jak v klidovych podminkach, tak
po zatézi ve formé experimentalni infekce bakterii Aeromonas sal-
monicida. Bylo zjisténo, Ze pozitivni U¢inky v klidovém stavu nemusi
korelovat se zvySenou odolnosti vici specifické infekci. Probiotika
(kontinudlni podavani) méla pozitivni vliv na produkéni parametry
(rast, konverze krmiva), ale nezvysila odolnost organismu po infek¢-
ni zatézi; po cyklické suplementaci byla zaznamenana dokonce vy3si
mortalita ryb. B-glukany v koncentraci 0,5 % prokazaly pozitivni imu-
nomodulac¢ni vliv (zvy3eni poctu leukocyt), vyssi davky ovlivnily me-
tabolismus ryb. Selen ve vy33i davce (3 mg/kg) zlepsil Cerveny krevni
obraz a fagocytarni aktivitu v klidovych podminkach, ale jeho vliv se
neprokazal pfi infekci. Naopak, vyssi davky zinku (30 mg/kg) a jeho
kombinace se selenem negativné ovlivnily imunitni parametry pfi
z3té7i.
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Uvod

Soucasné trendy ve vyZivé kladou ddraz na produkci kvalitnich a zdravych
surovin s minimalnim vyuzitim chemickych |é€iv, zejména antibiotik. V ob-
lasti ZivocisSné vyroby vcetné akvakultury se efektivita krmiv posuzuje ne-
jen z hlediska rdstové vykonnosti, ale predevsim z pohledu jejich vlivu na
zdravotni stav a celkovou pohodu zvifat. Nelze zapominat ani na udrZzitel-
nost, kterd je v akvakulture definovana jako soubor postupd, jez spliuji
soucasné i budouci spolecenské potfeby pro vyrobu potravin a zaroven
nezatézuji Zivotni prostredi. Abychom dosahli téchto cild, je potfeba opti-
malizovat krmné smési cilenym vyuzitim aditiv idedIné pfirodniho ptvodu,
kterd pozitivné pUsobi na zdravi ryb, pricemz nevykazuji vedlejsi negativni
ucinky na organismus ani ekosystém. Vhodna aditiva pomahaji stimulovat
imunitni systém, podporuji zdravy stfevni mikrobiom, snizuji Gcinky stresu
a celkové predstavuji prevenci chorob, ¢imz zasadné omezuji potfebu po-
uzivani léciv. Cilené a védeckymi vysledky podloZené vyuZiti aditiv predsta-
vuje nejen efektivni cestu k udrZeni vysokého standardu zdravi a welfare
ryb, ale je i klicCovym pfispévkem k produkci bezpecnych a udrzitelnych po-
travin pro lidskou populaci. Mezi nejbéznéji pouzivana krmna aditiva patfi
probiotika a prebiotika, rostlinné extrakty, organické kyseliny, imunostimu-
lanty a antioxidanty.

Tato studie je kompilatem hodnoceni vlivu experimentalné pouzitych
aditiv v krmivu pro pstruha duhového, konkrétné hodnoti vliv probiotik,
R-glukand, selenu a zinku. Aditiva byla zvolena na zakladé uvadéného po-
zitivniho vlivu na zdravotni stav organismu:

e probiotika podporuji zdravy rozvoj stfevni mikrofléry, coz ma pozi-
tivni dopad nejenom na traveni, ale i na imunitu a celkovou pohodu
organismu,

e [-glukany vykazuji komplexni pozitivni ucinky na zdravi Zivocichd,
podporuji imunitni systém, pricemz stimuluji pfedevSim nespecific-
kou imunitu, zejména fagocytarni aktivitu. Tim pFispivaji ke zvySeni
odolnosti vci patogentdim. Plsobi rovnéz jako probiotika, podporuiji
zdravou strevni mikrofléru,

e antioxidanty (Se a Zn) snizuji oxidacni stres, chrani bunééné struktury
pfed poSkozenim volnymi radikaly a podporuji imunitni funkce.

Material a metodika

V8echny experimenty byly realizovany na pstruhu duhovém (Oncorhynchus
mykiss), v kontrolovanych podminkach experimentalnich recirkula¢nich za-
fizeni. Pfed zahajenim pokusu byly ryby po dobu 2 tydnd aklimatizovany
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na laboratorni podminky. Krmeni probihalo 2x denné. Ve 14dennich in-
tervalech bylo pfistoupeno ke kontrolnimu vazeni a Gpravé krmné davky.
Dalsi informace o jednotlivych pokusech jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1: Charakteristika jednotlivych experimentd

aditivum

mnoZstvi aditiva

varianty

nosné krmivo

mnozstvi krmiva
/ den

celkovy pocet ryb
ve varianté

opakovani

délka krmného
testu v tydnech

délka infekéniho
testu v tydnech

pocet ryb ve
varianté po
infekci

opakovani

krmivo

Lactiplantibacillus
plantarum R2
Biocenol™

108 CFU/g krmiva

1. kontrola (K)
2. probiotikum
kontinualné (P)
3. probiotikum
stfidavé (PK)
4P+3 K

EFICO Enviro 921
3mm

2,68 % hmotnosti
obsadky

100

30

2

K nosné (kontrolni)
P a PK s pfidavkem
probiotika

beta-1,3-1,6-
glukany z kvasnic

0,2-1%

1. kontrola (K)
2.02%
3.0,5%

4.1%

EFICO Enviro 921
3mm

1,5 % hmotnosti
obsadky

17

4

58

anorganické
slouceniny:
Na,SeO,, ZnSO,.
7H,0

Se 1,5/3 mg
/1 kg krmiva; Zn
15/30 mg /1 kg
krmiva

1. kontrola (K)
2.5e1,5
3.5e3
4.Zn 15
5.Zn 30
6.Se3+7Zn 30

EFICO Enviro 921
3 mm

1,75 % hmotnosti
obsadky

15

20

stejné jako v krmné
casti



Je mozné ovlivnit zdravotni stav pstruha duhového krmnymi aditivy?

Po celou dobu experimentd byla kontrolovana kvalita vody a méreny za-
kladni biochemické parametry (amoniakalni dusik, dusitany, chloridy, tep-
lota, mnoZzstvi rozpusténého kysliku a pH vody). Po ukonceni krmné ¢asti
byla ¢ast ryb usmrcena a byly stanovovany kondi¢ni a produkéni parame-
try, hematologické, imunologické a plazmatické ukazatele z krve (Tab 2).
V testech s probiotiky a pridavkem selenu a zinku byly zbylé ryby vystave-
ny zatéZzovému infekénimu testu, experimentalni challenge A. salmonicida
(kmen 89409) formou 30minutové koupele. Po ukonceni zatéZovych test(
byly ryby usmrceny a byly sledovany hematologické, imunologické a plaz-
matické ukazatele, dale byla provedena pitva ryb a kontrolni bakteriologic-
ka kultivace ze sleziny.

Tab. 2: Sledované parametry

celkova a standardni délka, celkovd hmotnost, hmotnost
ryby bez vnitfnosti, hmotnost jater a hmotnost sleziny;
Fultondv koeficient, konverze krmiva, specificka rychlost
rdstu, hepatosomaticky index, splenosomaticky index

Kondi¢ni parametry
(sledovany pouze
v prvni fazi pokusu)

hemoglobin, celkovy pocet erytrocytli, hematokrit, stfednf
barevna koncentrace, stfedni objem erytrocytu, hemoglobin
erytrocytu

Hematologické
parametry

celkovy pocet leukocyt(, oxidativni vzplanuti perifernich
Imunitni parametry | fagocytl (integral chemiluminiscence, peak-time), titr
specifickych protilatek*

alaninaminotransferaza, aspartataminotransferaza,
Plazmatické alkalicka fosfatdza, albumin, cholesterol, kreatinin, glukéza,
parametry urea, celkova bilkovina, triacylglyceroly, vapnik, anorganicky
fosfor, horcik, laktatdehydrogenaza

“stanovovdny pouze u experimentu s pfidavkem Se a Zn
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Vysledky a diskuze

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Tab. 3: Souhrnné vysledky provddénych testi

zitezovy test ﬂ“ﬂ“

probiotika bez zateZe
kontinualné challenge ns. bvo. - bvo.
probiotika bez zatéze + bvo. - bvo.
cyklicky challenge ns. bvo. - bvo.
3-glukany 0,2 % | bez zatéze bvo. bvo. bvo. bvo.
B-glukany 0,5 % | bez zatéze bvo. bvo. + +
3-glukany 1 % bez zatéze bvo. bvo. bvo. +
bez zatéze bvo. ++ (Se 3) +(Se 3) bvo.
> challenge ns. bvo. +(Se 3) bvo.
bez zatéze bvo. bvo. + -(Zn 30)
an challenge ns. bvo. --(Zn 30) |bvo.
bez zatéze bvo. bvo. + bvo.
Se+Zn
challenge ns. bvo. -- bvo.

PP: produkcni parametry, HP: hematologické parametry, IP: imunologické parametry,
PIP: plazmatické parametry, bvo. bez vyrazného ovlivnéni, + spise pozitivné ovlivnéno,
++ pozitivné ovlivnéno, - spise negativné ovlivnéno, -- negativné ovlivnéno, ns. nesledovdno

PFidavek probiotik ovlivnil pozitivné produkéni ukazatele ryb, doslo k na-
vySeni hmotnosti, zvySeni specifické rychlosti rdstu a ke zlepSeni konverze
krmiva oproti kontrolni skupiné. Tyto trendy v3ak nebylo mozné potvrdit
statisticky. Pridavek 3-glukan( ve vyssich koncentracich zpUsobil zvySeni
hodnot hepatosomatického indexu oproti kontrolni skupiné. Tento para-
metr mUZe souviset, mimo jiné, s mnoZstvim tuku a glykogenu uloZeného
v jatrech. U téchto skupin bylo dale zjiSténo navySeni koncentrace gluké-
zy v krevni plazmé. Pridavek 0,5 % R3-glukan( se navic projevil zvySenim
celkového poctu leukocytl. Nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny vliv
pridavku Se/Zn ani jejich kombinace na kondi¢ni a produkéni parametry
ryb. Pfidavek selenu v nizsi koncentraci nemél vliv na zadny ze sledova-
nych ukazatel0, vyssi koncentrace se projevila navysenim celkového poctu
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Cervenych krvinek a zvySenim parametr(i fagocytarni aktivity oproti kont-
rolni skupiné. Pfidavek zinku se projevil spiSe negativné, zejména v ramci
sledovanych imunitnich ukazatelQ.

e Probiotika. Po 7 tydnech aplikace byl u testovaného bakterialniho
kmene sledovan pozitivni trend Gcinku na produkéni parametry pstru-
ha duhového, a to i u stfidavé suplementace. Zarover bylo u kontinu-
alné suplementovanych ryb zjisténo vyznamné navyseni transportni
kapacity krve pro kyslik. Ani jedna z krmnych strategii vSak neved-
la ke zvySeni odolnosti ryb vici infekci A. salmonicida. Kumulativni
mortalita ryb, kterym bylo probiotikum podavano preruSované, byla
dokonce vyznamné vysSi nez u zbylych skupin. Pro chovy, které se
opakované potykaji s furunkulézou lososovitych ryb, nepredstavuje
v této podobé uvedené krmné aditivum Feseni.

* Pridavek B-glukand. U¢inek na imunitni systém se projevil zvy$enim
celkového poctu leukocytd u ryb krmenych pridavkem B-glukant
v koncentraci 0,5 %. Obé vyssi koncentrace pridavku 3-glukan( do
krmiva ovlivnily metabolismus bilkovin, glukdzy, triacylglycerolt a né-
kterych minerald a hepatosomaticky index.

e Pridavek minerald. U ryb bez zatéZe se nejlépe projevil pridavek se-
lenu ve vy3Si davce, kdy doSlo ke statisticky vyznamnému ovlivnéni
ukazatell Cerveného krevniho obrazu a k rychlejSimu nastupu oxi-
dativniho vzplanuti perifernich fagocytl. Po experimentalni infekci
se vSak vliv pridavku prvk( neprokazal. U skupiny s pridavkem vyssi
davky selenu doSlo k podobnym zménam jako u kontrolni skupiny.
Naopak kombinace obou prvk( a pridavek vyssi davky zinku se proje-
vil snizenim hodnot nékterych imunitnich parametra.

Aplikace aditiv ma diferencovany vliv na produkcni ukazatele, hemato-
logické, imunitni a metabolické ukazatele. Pozitivni Ucinky v klidovych
podminkach (zejména u probiotik na produkci a selenu na imunitu/krevni
obraz) nemusi nutné korelovat se zvySenou odolnosti vici specifické in-
fekéni zatézi (zde A. salmonicida), z CehoZ vyplyva, Ze néktera z testovanych
aditiv nejsou vhodnym FeSenim pro chovy ohrozené furunkulézou.
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Doporuceni pro produkci krmiv a chov pstruha duhového

e Zaclenit probiotika do krmnych smési pro pstruha duhového, pokud
je prioritou zlep$eni ristové vykonnosti a konverze krmiva (PP) v cho-
vech s nizkym rizikem infekce. Doporucuje se spiSe kontinuaini krm-
na strategie pred preruSovanou.

¢ Pro chovy s vyssi infekcni zatéZi je vhodné zvazit pridavek B-glukan(
v koncentraci kolem 0,5 %, ktera prokazala pozitivni imunomodulac¢ni
vliv (zvySeni poctu leukocytl). Vyssi koncentrace by mély byt zkou-
many s ohledem na mozné ovlivnéni metabolickych procesu v jaterni
tkani (HSI, glukéza).

e Pro posileni nespecifické imunity a ¢erveného krevniho obrazu je
doporuceno cilené a opatrné doplfiovani selenu ve vy3Sich, ale ne
toxickych davkach (napf. Se 3 mg/kg krmiva). Je tfeba se vyvarovat
vysSich davek zinku (napf. Zn 30 mg/kg krmiva) a jejich kombinaci se
selenem, které v ramci testu negativné ovlivnily imunitni parametry
pri zatézi.

Podékovani
Tato prace byla podporena NAZV CR projekt QK21010030 Globalizace, mo-

derni technologie a zmé&na klimatu jako zdroje novych moznosti a ohrozeni
pro chovny management lososovitych ryb.
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Abstrakt

V pfispévku jsou shrnuty vysledky analyz svaloviny pstruha duho-
vého chovaného v rdznych podminkach a krmeného rozdilnymi
krmnymi smésmi a davkami. Hodnoceny byly zakladni nutri¢ni pa-
rametry, obsah tuku, zastoupeni mastnych kyselin a vytéznost. Ci-
lem studie bylo posoudit, zda typ komercni krmné smési a rozdilna
intenzita krmeni ovliviuji nutri¢ni hodnotu rybiho masa a vytéznost.
Vysledky ukazaly, Ze rozdily mezi variantami byly minimalni.

Uvod

Rybi maso je bezesporu povaZzovano za kvalitni potravinu s vysokou nu-
trini hodnotou a stravitelnosti. Spektrum masnych kyselin v rybim mase
je povaZzovano za klicové z hlediska pozitivnich pfinost pro konzumenta.
Podminky prostredi spolu se zvolenou krmnou strategii rozhodujicim zpa-
sobem ovliviuji kvalitu produkovaného rybiho masa. Vedle rybiho druhu
a véku ryb tyto vnéjsi faktory rozhoduji o jejich nutri¢ni hodnoté.

S vyvojem kompletnich krmnych smési tak dostava chovatel do rukou
Ucinny nastroj na ovlivnéni kvality produkovanych ryb. Jeho cilem je do-
sahnout rychlého rdstu ryb pfi udrzeni priznivé hodnoty krmnych nakladd,
dobrého zdravotniho stavu a standardni kvality produkované potraviny.
Volbou krmiva pak urcuje obsah Zivin a energie, které dodava chovanym
rybam. Vysoky obsah zejména neproteinové energie ovliviiuje obsah tuku
ve svaloviné i na vnitfnostnim komplexu a nasledné i vytéznost ryb. Zvole-
na intenzita krmeni méa pfimy dopad na intenzitu rdstu a dosazenou hod-
notu krmného koeficientu. Vedle produkénich parametrd ovliviiuje i obsah
a slozeni tuku v téle ryby. Komponenty pouzité v krmnych smésich pfimo
ovliviuji kvalitu rybiho masa, sloZeni tuku, tedy i spektrum mastnych ky-
selin a mohou ovlivnit i senzorické parametry. Nékteré dopliiky krmnych
smeési cilené ovliviuji konkrétni parametry (nejcastéji spektrum mastnych
kyselin nebo barvu rybiho masa).
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Material a metodika

PFispévek predstavuje vyhodnoceni dat ziskanych primarné z komerc¢niho
chovu lososovitych ryb v recirkula¢nim systému firmy BioFish, s.r.o. Pravi-
kov u Kamenice nad Lipou a chovu v experimentalnich recirkula¢nich sys-
témech na Mendelové univerzité v Brné. Doplfikové je uveden i prehled
nutri¢ni hodnoty ryb pochazejicich z nékolika produkénich systém(i v Ces-
ké republice. Testovan byl vliv pouZzité krmné smési na sloZeni rybiho masa
a razné vyse krmné davky.

SloZeni svaloviny bylo hodnoceno podle standardnich parametrd, tedy
obsahu susiny ve svaloviné ryb (vysuSeni pfi 105 °C), obsahu tuku (meto-
dou dle Soxhleta, extrakci diethyletherem) a proteini (metodou dle Kjel-
dahla a pouzitim koeficientu 6,25), pfipadné obsah popela. Prezentované
hodnoty byly ziskany vzdy ze skupiny 3-6 ryb kazdé hodnocené varianty.
Lipidy pro stanoveni mastnych kyselin byly extrahovany methanolchloro-
formovym roztokem (dle Folch et al., 1957). Spektrum mastnych kyselin
bylo analyzovano metodou kapilarni plynové chromatografie. Byl pouzZit
chromatograf HP 4890 (Hewlett-Packard, USA) s kapilarni kolonou DB-S3
(60 m x 0,25 mm x 0,25 pym). K vystupu z kolony je pfipojen plameno-io-
nizacni detektro (FID). VSechny uvedené parametry byly statisticky vyhod-
noceny s pouZzitim analyzy variance (ANOVA) a naslednym testovanim.
Statisticka vyznamnost rozdild je vyznacena v tabulkdch s pomoci pismen.
Standardné je pouzito testovani na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

Vytéznost byla stanovena jako procenticky podil hmotnosti ryby bez
vnitfnosti k hmotnosti ryby. Uvedené primérné hodnoty doplnéné sméro-
datnou odchylkou (SD) a variaénim koeficientem (Vx) byly ziskana ze sou-
boru 6-20 ks ryb pro kazdou z hodnocenych variant.

Vysledky a diskuze

Vliv pouZitého krmiva na kvalitu svaloviny pstruha duhového
Ovéreni vlivu pouzitého krmiva na kvalitu pstruha duhového bylo realizo-
vano v provoznich podminkach RAS v Pravikové. Pro hodnoceni byly vy-
uzity dva druhy standardné nabizenych krmnych smési od zahranicnich
vyrobcl obdobného nutri¢niho sloZeni (40 % dusikatych latek a 27 % tuku).
VysSe krmné davky byla stanovena podle doporuceni vyrobce, ryby pro vy-
hodnoceni pochazely ze standardniho produkéniho chovu.

PFi porovnani vlivu jednotlivych krmnych smési vyuzivanych v recirku-
l[acnim systému danského typu nebyl zjistén vliv pouzitého krmiva na slo-
Zeni svaloviny produkovanych ryb.
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Tab. 1: VytéZnost ryb a nutricni hodnota svaloviny pfi pouZiti
dvou krmnych smési.

T et | vz |

Vyt. + SD 88,05 +1,94 91,44 +1,44
Vx 2,20 1,57
SuSina £ SD 22,72+0,41 22,3940,51
Vx 1,80 2,28
Proteiny + SD 19,27+0,03 19,36+0,24
Vx 0,16 1,24
Tuk + SD 2,19+0,56 1,61+0,29
Vx 25,57 18,01

Vliv vyse denni krmné davky

Soucasti nabidky krmiv jednotlivych dodavatell je doporucena velikost
krmnych &astic pro jednotlivé velikostni kategorie chovanych ryb, doporu-
Cena intenzita krmeni, tj. velikost denni krmné davky v zavislosti na aktu-
alné zjiSténé teploté vody a obsahu kysliku. V souvislosti s rozdilnou cho-
vatelskou strategii a v ndvaznosti na minimalizaci zatizeni vody v chovném
systému a nasledné i v recipientu, doporucuji néktefi vyrobci dvé Urovné
intenzity krmeni. Prvni z nich vychazi z optimalniho poméru mezi rychlosti
rdstu a spotfebovanym krmivem, tj. pomér mezi rychlosti rdstu a hodno-
tou krmného koeficientu. Tato dévka zajiStuje vyssi rychlost rlstu a vyssi
zuje hodnotu krmného koeficientu a optimalni vyuZiti krmiva s minimaliza-
ci zatizeni chovného prostredi, nicméné se snizenou rychlosti ristu.

V ramci ovérovani vlivu krmné strategie na kvalitu produkovanych ryb
byl realizovan test s vyuZzitim obou doporucovanych Urovni krmné davky
a vyhodnocenim vlivu na vytéZznost a sloZeni svaloviny chovanych ryb. Ové-
feni prob&hlo v experimentalnim RAS oddéleni rybarstvi a hydrobiologie
s pouZzitim komer¢ni krmné smési.

U dosaZzené vytéznosti byly zjistény minimalni rozdily mezi obéma urov-
némi krmeni, a to bez statisticky vyznamnosti. V obsahu suSiny a tuku ve
svaloviné ryb obou skupin pstruhl byly hodnoty velmi podobné a nedo-
sahly vyznamnych rozdill. Rozdilnd krmnéa déavka doporucena vyrobci neo-
vlivnila v téchto parametrech sloZeni svaloviny produkovanych ryb.
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Tab. 2: Hodnoceni vytéZnosti ryb a zdkladni nutricni hodnoty rybi svaloviny

Dy . ina +
Krmna davka vytéZznost + SD SusSina + SD
Vx Vx
84,41 £ 1,57 30,13+2,47 8,92+ 2,09
Rastova
1,86 8,20 23,47
84,96 + 2,41 30,02 £ 4,82 8,29 +0,81
Snizena
2,863 16,07 9,83

Vliv podminek chovu a pouZitého krmiva na nutri¢ni hodnotu
produkovanych ryb

Pro hodnoceni vlivu podminek chovu a pouzitého krmiva bylo provedeno
porovnani hodnot u ryb pochézejicich z vybranych chov(i v CR. Analyzo-
vané ryby trzni hmotnosti v poctu vZdy deset kusl pochéazely z péti lokalit
vyuzivajici rozdilné technologie chovu. Jednalo se o rybni¢ni chov, systémy
pritocné i recirkulacni, systémy vyuzivajici Ficni vodu nebo vodu podzem-
ni. Ke krmenf byla pouzivana krmiva od dvou vyrobcU. Testovany byly ryby
v hmotnostnim rozpéti 310-370 g.

Tab. 3: Nutri¢ni hodnoty masa pstruha duhového (procenticky podil cerstvé hmoty)

Farma 1 Farma 2 Farma 3 Farma 4 Farma 5

Susina + SD 22,28 +0,94° (24,16 + 0,55%|23,40 + 1,372%| 25,31 + 2,06°| 27,30 + 1,55¢
Vx 4,21 2,29 5,86 8,15 5,67
Bilkoviny + SD| 18,15+ 0,44 | 18,09+ 0,51 | 17,54+ 0,66 | 17,55+ 1,30 | 18,69+ 1,18
Vx 2,42 2,81 3,78 7,41 6,31

Tuk + SD 2,17 £0,46% | 3,76 £0,76%® | 5,01 £ 0,92* | 6,5+0,73« | 7,34 +0,85¢
VX 21,45 20,09 18,44 11,26 11,56
Popel + SD 1,56+0,09* | 1,45+0,24 | 1,11+£0,21* | 1,25+0,15 | 1,62+ 0,16
VX 5,55 16,89 18,89 11,64 10,09
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Zaver

Krmné smési vyuzivané v intenzivnim chovu ryb pfimo ovliviuji kvalitu ry-
biho masa, slozeni tuku, tedy i spektrum mastnych kyselin a mohou ovliv-
nit i senzorické parametry. Byl zhodnocen vliv krmné strategie a technolo-
gie chovu na exteriérové parametry, vytéZznost produkovanych ryb, sloZenfi
rybiho masa a spektrum mastnych kyselin. Na zakladé provedenych analyz
Ize Fici, Ze kromé obsahu tuku a zastoupeni mastnych kyselin nebyly zjisté-
ny mezi pstruhy duhovymi pochazejicimi z ceskych chov( vyznamné rozdily
v jejich nutri¢ni hodnoté ani senzorickych parametrech. U Zadného z hod-
nocenych chovll nebyl zjistén negativni vliv systému chovu, zdroje vody
nebo pouzitého krmiva. Potvrdila se skutecnost, Ze i pfi horSim poméru n-3
FA ma vy3Si obsah tuku pfiznivy vliv na jejich pFijimané mnozZstvi. Vyssi po-
dil vnitfnostniho komplexu negativné ovliviuje vytéznost chovanych ryb,
nicméné nemusi to byt nutné jen mnozstvim tuku uloZzeného v télni dutiné.

Volbou krmiva Ize cilené ovlivnit obsah tuku ve svaloviné produkovanych
ryb, spektrum a obsah mastnych kyselin v mase pstruha duhového. Vy3si
obsah tuku ve svaloviné produkovanych ryb pfiznivé ovliviiuje mnoZstvi
zadoucich mastnych kyselin pfijimanych konzumentem, pfi jejich stejném
zastoupeni v krmivu.

VySe denni krmné davky doporucovana producenty krmiv ve dvou Urov-
nich, tedy zohlednujici optimalni pomér mezi rychlosti rlstu a konverzi kr-
miva a snizena krmna davka pro dosazeni optimalni konverze krmiva, ne-
ovlivnila sledované parametry. Rozdilna intenzita krmeni ovliviiuje rychlost
rdstu a hodnotu krmného koeficientu, ale vytéZnost a nutri¢ni hodnotu
produkované rybiho masa nikoli.

Dosazené vysledky pfi hodnoceni vlivu krmné strategie na nutri¢ni hod-
notu dokladuji skute¢nost, Ze s vyjimkou obsahu tuku v CR pouZita krmiva
vyznamné neovliviuji kvalitu produkovaného masa lososovitych ryb. Vy-
jimkou je spektrum a obsah mastnych kyselin.

Podékovani

PFispévek vznikl za podpory projektu NAZV QK21010030 Globalizace, mo-
derni technologie a zmé&na klimatu jako zdroje novych moznosti a ohrozeni
pro chovny management lososovitych ryb a projektu MSMT CZ.02.1.01/0.0
/0.0/16_019/0000869 UdrZitelna produkce zdravych ryb v riznych akvakul-
turnich systémech - PROFISH.
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