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ACADEMY

VUVeL Academy VIII - od vyzkumu k praxi
—— v chovech hospodarskych zvirat, cyklus seminaru

SBORNIK ZE SEMINARE
25. 05. 2022

ZDRAVOTNi PROBLEMATIKA RYB

Seminar pfinasi poznatky vzniklé feSenim projektu Udrzitelna
produkce zdravych ryb v rdznych akvakulturnich systémech —
PROFISH (OP VVV: CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000869).




POZVANKA
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v Ceska technologicka platforma pro zemé&délstvi ve spolupraci s Vyzkumnym dstavem Zivogigné

vyroby, v. v. i., Ceskou zemédélskou univerzitou Praha, Mendelovou univerzitou Brno

! UVel a Vyzkumnym Ustavem veterinarniho lékarstvi, v. v. i. si vas dovoluje

_— pozvat na na seminar

ACADEMY

lﬁ Zdravotni problematika ryb
PROGRAM
5 Kdy:
® Deset let edémové choroby kaprii v CR 25.5. 2022
o 10:00 — 15:00 hod.
- MVDr. Veronika Piackova, Ph.D. (FROV JU) .
® Strategie lécby vybranych parazitarnich onemocnéni ryb Vyzkumny. Ustav
- MVDr. Eliska Zuskova, Ph.D. (FROV JU) Seternarmino
ékarstvi, v. v. i.
® Molekularni a konvenéni epidemiologie koi herpesviru na Pardubicku Kontak
- - ontakt:
- Mgr. Zuzana Ulehlova (VUVel) Tel.: 773 756 631

® Molekularni epidemiologie edémové choroby kapri v CR a ve svété
- Ing. Katefina Matg&jickova, Ph.D. (VUVel)

® Proliferativni onemocnéni ledvin u pstruha
- doc. MVDr. Miroslava Palikova, Ph.D. (VETUNI)

® Aktualni nakazova situace a povinné testovani virovych
chorob ryb v CR - MVDr. Katefina Mikulakova (SVU Jihlava)

Registrace zde U¢ast na seminafi je bezplatnd, obcerstveni zajisténo.

V pribéhu seminare bude pofizovéna fotodokumentace nebo
audiovizudlni zaznam vyhradné za ucelem propagace a medializace
akce.

Seminar pfinasi poznatky vzniklé fesenim projektu Udrzitelnd
produkce zdravych ryb v rlznych akvakulturnich systémech —
PROFISH (OP VVV: CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000869).


https://www.vri.cz/prihlaseni/
https://www.vri.cz/prihlaseni/

Udrzitelna produkce
zdravych ryb v riznych

akvakulturnich
systémech

Registra¢ni ¢islo projektu: CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000869

Narodni program: Operac¢ni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani
Vyzva: 02_16_019 - Excelentni vyzkum

Hlavni piijemce: Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v. v. i.
Partneri: Mendelova univerzita v Brné

Jihoteska univerzita v Ceskych Bud&jovicich

Cile projektu:

Projekt je zaloZen na spolupréci tii instituci s cilem ziskat
nové poznatky zakladniho i aplikovaného vyzkumu v oblasti
udrzitelnosti produkce sladkovodnich ryb v Ceské republice.

Reseni je rozdéleno do tif vyzkumnych cilti, které jsou
zaméieny na studium vztah@ mezi rybami, ptvodci
onemocnéni a vnéjsimi podminkami, které ovliviiuji
zdravotni stavi ekonomiku chovuryb.

Dilé¢i aktivity budou zacileny také na technologické,
zootechnické ¢i vyzivarské faktory nebo vlivy znecisténi
zivotniho prostredi nebo problematiku pouzivani antibiotik.
Dalsi aktivity budou smérovat ke studiu infekénich ptvodceti
onemocnéniaimunitnich mechanismi.

Ocekavanymi vystupy projektu jsou kromé védeckych
aodbornych publikaci také napft. certifikované metodiky
nebo diagnostické soupravy. Nedilnou soucasti je inter-
nacionalizace projektu a vychova studentt.

Obdobi realizace projektu: 01/2019 — 06/2023

Celkové zpiisobilé naklady projektu: 116 788 810,20 K¢

Celkové zpusobilé naklady VOVeL: 56 642 523,20 K¢&

Webové stranky projektu: https://www.vri.cz/cz/projekty 11z

EVROPSKA UNIE
Evropské strukturdini a investiéni fondy
OP Viyzkum, vyvoj a vzdslavani

MINISTERSTVO SKOLSTVI,
MLADEZE A TELOVYGHOVY



Deset let edémové choroby kapra v CR

Veronika Piackova, 2022

Duben 2013 - Uhyn generacnich ryb na sadkach
(prfipad ¢- 1)

pfes zimu komorovany spolecné s pludkem

na zacatku dubna komorovy rybnik slovena generacni
ryby prfevezeny na sadky. pllidek vysazen do jiného
rybnika

na generacni rybach se asi po 10 dnech zacaly
objevovat svétlé skvrny

v dalSich dnech se objevily prvni uhynulé ryby
teplota vody v sadkach le2°C

plidek na rybniku bez pfiznakl onemocnéni




Vysledky vySetieni:

(@]
.

vyrazné mramorovani kiZe v disledku zmnoZeni
mlécné zabarveného kozZniho
hlenu

zarudnuti kGZe na spodni strané brficha
zapadlé oko

nekréza Zaber

zadnétlivé zarudnuti sliznice streva

mirné zvétSena slezina

Kvéten 2013 - dhyn kaprd na rybniku MO CRS (pfipad
2)

od poloviny kvétna byly na rybniku pozorovany
zmény chovani ryb

ryby se zdrZovaly tésné u hladiny a u pritoku

po nékolika dnech byly zaznamenany prvni padlé
kusy

v nasledujicich dnech bylo posbirano nékolik g
padlych ryb. prfevazné K2

ryby byly pfedtim v rybniku pfes zimu zcela bez
problém(

koncentrace kysliku ve vodé 7.2k mg-17* (77%Z). pH
7.7+ tenlota vodv 1.3.h ©°C

Vysledky vySetieni:

povrch kiZe ryb zvySené zahlenény. hlen mirné
mlécné zakaleny

zapadlé oci

vyrazna nekréza Zaber

na kdzi masivni invaze 6Gyrodactylus sp-




Z4fi 2013




Duben 2014 - onemocnéni koi kaprd v okrasném
jezirku (ptipad ¢. 3)

Pfiznaky odpovidajici spavé nemoci koi kapru
Teplota vody cca 15°C

1 koi kapr uhynul




2016

* navrh projektu Nova virovda onemocnéni kaprovitych ryb
byl schvdlen k financovani NAZV (2017 — 2021)

Cile projektu:

1. Optimalizovat diagnostické metody vedouci k prikazu pivodce
nového virového onemocnéni, které se v poslednich letech zacalo
objevovat v ¢eskych chovech

2. Ziskat informace o vyskytu nového virového onemocnéni kaprd na
tzemi CR

3. Navrhnout preventivni opatfeni k ochrané chovl pred
hromadnymi thyny kapra v disledku nového virového
onemocnéni

Ad 1.

» Diagnostika je zaloZena na detekci virové DNA.

eV prvnich letech byla pouzivdna metoda dvoukolové (nested) PCR, v
soucasné dobé real time PCR, ktera umoziuje i kvantifikaci virové ndloze.

* lzolace viru na bunécnych liniich se zatim nedafi.




Ad 2.

* Vysledky monitoringu vyskytu CEV v CR provadéného v ramci projektu

NAZV:

2017
2018
2019
2020
2021
CELKEM

Pocet lokalit
kapr + koi

17 +4
26 +2
27 +4
24+6
11+8
105 +24

Z toho

kapr + koi

7+3
1+0
12+2
2+2
6+0
28+7

Vzorky z
monitoringu

121
%
64

281

NN W

e 2017 zaznamenan prvni klinicky prfipad CEV na

podzim!




* Ad 3.

Biochemické vysetieni krve

U CEV infikovanych kapr( bylo na rozdil od zdravych zjisténo:

« | Na*, Cl"LDH, pCO2

« 7 Hk, Hb, RBC, MCHC, P, NHj, kreatinin, laktat, pH, TP, ALB, ALP, ALT, AST




* Experiment — vnimavost rlznych plemen kapra

2022
Odbeér vzorkd pouze ze 2 lokalit, z toho 1 CEV pozitivni

ZAVER

* Toa Ze nikdo nehlasi Uhynya. neznamena. Ze CEV z
nasich chovl vymizel!

* VySetfovani podezfelych jarnich/podzimnich uhyni
kaprl ma smysl!

e Z pozitivniho nalezu CEV nevyplyvaji pro
chovatele Zadna Mimoraddna veterinarni opatfeni ani
jiné restrikce!

* Vzhledem k nelspé3Sné kultivaci viru na bunéénych
liniich je zatim jedina moZnost. jak
experimentalné nakazit vnimavé ryby. kohabitace s
rybami z terénu-. nebo aplikace homogenatu z
infikovanych Zaber = bez infekéniho materialu =z
terénu neni mozZné pokracovat ve vyzkumu-.

e Zdanliva neexistence klinickych pripadl a uhynl

o~ - . Ve v P -
mAS A g aadnAlr = AT Esn A= S amir ANl amEAdeln




Dékuji Vam za pozornost.




Strategie |eéCby vybranych parazitarnich onemocnéni

ryb
MVDr. EliSka Zuskova, PhD.
Email: zuskova@frov.jcu.cz
- %
4 e Déleni dle pGvodce onemocnéni\
Nemoci ryb
- Neinfek&ni agens
*Potravni disbalance
*Nevhodny chemismus vody-
hypoxie, zmény pH a teploty
*Intoxikace- toxiny, fasy, houby a plisné
*Neoplazie- nadorova bujeni
- Infekéni agens
*Virozy
*Bakteridzy
*Oomyceta, Fungi a Ichtyosporea
_ *Parazitozy Yy,
4 N
Proces uplatnéni patogena
Pocatek onemocnéni
prostiedi patogen
nemoc
- %




Patogen
Paraziti - skupina organism Zijicich na ukor svého hostitele
Klasifikace parazitu
* Protozoa — jednobunécni

-rychlé mnozeni — l.necator

* Helminti — vicebunédéni
-slozité vyvojové cykly

» Arthropoda — ¢lenovci
- obtizna |é¢ba

%
\
Protozoa

Déleni dle mista vyskytu

» Externi — kuze, zabry

* |Interni — rozii¢né tkang, krev

Déleni podle morfologie

* Nalevnici - ichtyophthirius, Chilodonella, Trichodina

* Bicikovci - Ichtyobodo, Trypansoma, Cryptobia, Hexamita

° Myxozoa — Myxobolus, Tetracapsuloides
%
\

Protozoa

Patogeneze onemocnéni
INVAZE

PODRAZDENI KOZNICH BUNEK

abnormalni plavani

‘ nadprodukce hlenu
POSKOZENI KOZNIiCH BUNEK

krvaceniny
eroze az viedy
kozni kapsy (/ch) /




Protozoa

Zivotni cyklus kozovce

Klinické priznaky onemocneni

* Nekoordinované az letargické pohyk
 Zména zabarveni

e ZvysSena prod
* Roztrepené pl
e Krvaceniny n
* Nekrotické |
e Zmény na z:

Patognomické priznaky




Diagnéza vnéjsich parazit6z

* Anamnéza — pfisazeni novych ryb, parametry
prostredi

» Klinické pfiznaky a poSkozeni

* Pridkaz plvodce
vySetfeni g

Lécba vnéjsich parazit6z

+ Koupele — ponofovaci, kratkodobé, dlouhodobé

* Fyzikalni metody — pfechodné zvysSeni teploty
(Ich), preloveni, desinfekce UV svétlem

Latky vyuzivané k lé€bé
protozoalnich onemocnéni ryb

 NacCl

* Formalin

« KPO

* Perooxid vodiku

* Akriflavin

* Modra skalice

* Manganistan draselny
* Malachitova zelen




Helminti

Pocetna skupina chorob

Cizopasi na povrchu téla ¢i ve vnitfnich organech
Vyvoj jednoduchy &i slozity za uc€asti mezihostitell
Ryby jako hlavni hostitelé i mezihostitelé

Slozity vyvoj = problematicka terapie a prevence
Dle systematické pfislusnosti:

Monogenea - jednorodi
Cestoda — tasemnice
Trematoda — motolice
Nematoda — hlistice
Acanhocephala — vrtejSi
Hirudinea - pijavice

Struktura Dactylogyrus sp.

Struktura Gyrodactylus sp.




Motolice
Diplostomum spathaceum

» onemocneni ocni CoCky, které se
vyskytuje u celé Fady rybich druhd

» ryba zde figuruje jako mezihostitel — v
oku metacerkarie

» Vv chovech i ve volné pfirodé se vyskytuji
zcela bézné a pfi masivni invazi mohou
rybam zpusobit zavazné poskozeni
zraku vedouci az k oslepnuti

Vyvojovy cyklus
Diplostomum spathaceum - schéma

Metacerkarie Diplostomum spathaceum v
oku

O




Fenomén PITT
pri vysoké intenzité nakazy
« zmena chovani napadeného hostitele
(zména zbarveni, pohyb u hladiny)

* ryba prednostni kofisti potencialniho
definitivniho hostitele (rybozravy ptak)

» parazit méni chovani svého mezihostitele,
aby zvysil pravdépodobnost svého prenosu
do dalSiho hostitele- Parasite-Increased
Trophic Transmission (PITT).

Terapie diplostomoézy

* klécbe diplostomdzy je mozné vyuzit
praziquantel ve formé koupeli nebo
aplikovany v krmivu

6 x 50mg/kg PQ (obden) - 14 dni pauza -
6 x 50mg/kg PQ (obden)

» plosné podavani praziquantelu se
neprovadi z divodu mozného vzniku
rezistence

Hostitel

» Dulezity pro volbu terapie - anmnéza
hostitelu a jejich dalsi osud

« Mladsi vékové kategorie citlivéjsi a
nachylnéjsi k infekci

» Hostitelska specifita




Prostredi

« uzavieny systém x volné vody, rybniky

* vyskyt parazitd vazan na podminky
prostfedi (chladnobytny x teplobytny)

 pritomnost mezihostitel(

Proces uplatnéni patogena
Pocatek onemocnéni

prostiedi patogen

nemoc

Priznaky o

* Snizeny prijem
* Nekoordinovane
e Zména z -‘
e ZvySena Eb(% X
e ZvétSeni dutir
e Hromadéni te




Molekularni a
konvencni
epidemiologie
KHYV na
Pardubicku

Mgr. Zuzana Ulehlova

Cyprinid herpesvirus 3

* VSechny vékové kategorie kapra a koi
kapra

« Celed Alloherpesviridae
* Rod Cyprinivirus
» Vysoka mortalita
* Priznaky o

KHV vs CR

Neexotické nakazy podléhaijici hlaseni

Rok Poéet vySetienych Pocet

¢ 2009-2021 aktivni dozor s st Lo
. , 2009 190 5
* Od 2022 pasivni dozor 2010 184 1
2011 101 1
2012 95 o
¢ MVO 2013 93 o
, v 2014 104 o
d Nahrady skod 2015 102 0
2016 97 2
2017 99 2
2018 103 2
2019 107 1
2020 105 4
2021 94 6

Zdroj: Statni veterinérni spréava CR




Pardubicky kraj

Rybnikarska oblast - Preloué
Vyskyt:

* rok 2018 — 2 ohniska
* rok 2019 — 6 ohnisek
* rok 2020 — 4 ohniska

 Eradikace 19 rybniki
Cca 263 tun ryb

Material

 Cerven — zari
» Teplota vody 15 — 25 °C

« SVU Jihlava
« Konfirmace NRL pro
virové choroby ryb VUVeL

Konvenéni epidemiologie
» Spoluprace s KVS pro Pardubicky kraj

 Epidemiologické faktory:
 Presuny ryb
 Spolecna vodoteé

 Pracovni pomiicky, dezinfekce




Konvenéni epidemiologie -

/
vysledky
2017 | ———— Zavleceni viru do chovu?
e { Burnkov
—_—.
2018 vysiot Racansky
2019 | —— Reinfekee - Bunikov
o + 7 dalsich vytaznikt
3 rybniky
2020 —— ¢ 4 nova ohniska
4 nov ! { Soukromy chov koi kaprt
° Bez reinfekce

° Nezjisténa zadna spojitost s roky 2018-2019

Molekularni epidemiologie

» Geneticka linie (Bigarré et al., 2009; Shanin,

2020)
» Genové oblasti — PCR, Sanger sequencing
— Sphl-5
-9/5
— Thymidine kinase

* 12izolatd (Pardubicky kraj)
+2 izolaty (Stredocesky; Moravskoslezsky
kraj) - 2019

Analyza genetické linie

* Duplex PCR
* Bigarré et al. (2009)

U1 CyHV3-J
U2-9 CyHV3-U/I




Analyza variability vira

~__

N JE—

N
\

<
) ‘;"’ Soprecsky rybnik, rok 2020 Bohumileéskk ,
Izolaty z roku 2019 — Tl o | Ujezdsky | Evropska
\ | rybnik, rok

Izolat — Kutn Hora \ / | linie viru
\ /2020 /
\\ /\\

i // ~

Izolaty z roku 2018

Soukromy chov sroled
koi kaprt, rok ASI.J Sk?
- linie viru

Analyza variability vira

Dezinfekce pomticek

O 1- KHV negativni
Q 2, 3, 4 - KHV pozitivni




Zaver

v 2018-2019 potvrzeno Sireni stejného viru,
2020 vymycen

v’ Prenos pres ryby a vodu, pomtcky
v 2020- Sireni KHV z jiného zdroje

Dékuji za pozornost!

» Kolektiv VOVeL

» MVDr. Gabriela Zelenkova — KVS Pardubicky
kraj

Tento vystup vznikl v rdmci projektu PROFISH
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000869, ktery je podpoteny z
Evropského fondu pro regionalni rozvoj v rameci OP VVV MSMT a
projektu Ministerstva Zemédélstvi MZE-RO0518




VYSKYT KAPRIHO EDEMA VIRU (CEV)
V CESKE REPUBLICE V LETECH 2013 - 2021

A JEHO FYLOGENETICKA ANALYZA

Katefina Matéji¢kova
Vyzkumny Ustav veterinarniho |ékafstvi, v.v.i., Brno
Oddéleni infekénich chorob a preventivni mediciny
Choroby ryb

KAPRI EDEMA VIRUS (CEV, CARP EDEMA VIRUS)

* Vlastnosti viru:  dsDNA virus, ¢eled Poxviridae
nereplikovatelny v bunéénych liniich
vysoka afinita k zabram

* Onemocnéni: Edémova nemoc kaprd (CEVD, carp edema virus disease)
Spava nemoc koi kaprl (KSD, koi sleepy disease)

* Vnimavé druhy: kapr obecny a jeho barevné variety koi

* Klinické ptiznaky: vyrazné letargické chovani, ztrata unikového reflexu,
projevy duseni

* Patologické zmény: zvysena produkce hlenu na k(zZi a na Zabrach,
enoftalmie, nekrdza zZaberni tkané

https://www.youtube.com/watch?v=X5Tw5qr97jQ

VYSKYT CEV V CRV LETECH 2013 - 2021

Historie: + 2279 vysetienych vzorkd/ 458 odbérd
* Prvni vyskyt CEV v Japonsku v 1974 _
- Prvni vyskyt CEV v Evropé v 2009 ---
* Prvni vyskyt CEV v CRv 2013 a
na Slovensku v 2019 2013 6 3 2 1 hynutf
2014 3 1 0 1 hynuti
2015 11 2 2 0 hynuti
2016 22 3 3 0 hynuti
2017 33 14 10 4 hynuti
2018 22 4 2 2 hynuti
Vyskyt CEV v CR v letech 2013 - 2021 31 16 11 5 hynuti
- 14 2019 monitoring
fu 121 2 2 0 i
£ 12 30 3 1 2 hynuti
s 2020 -
£ 6 monitoring
g, 96 2 2 0 KHV
<
8 2 19 4 4 0 h it
il an 1 Hm i g
g 2021 monitoring
& 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 64 0 0 0 KHV
Rok
2013 -2021 458 54 39 15

 kapr obecny  ® koi kapr




VYSKYT CEV V CR V LETECH 2013 - 2021

RozloZeni CEV pozitivnich pfipadt béhem roku

B koi kapr

m kapr obecny

Pocet CEV pozitivnich pfipadi
e e

c N & o o 5 &

5 I

©,

S,

<

@,) .

Teplota vody u kapra obecného a koi kapra vykazujiciho klinické
pfiznaky nemoci CEVD

* Kapr obecny: 10—-12 °C (6 — 14°C)
* Koi kapr: 17 —22 °C (14 - 26°C)

VYSKYT CEVV CRV LETECH 2013 - 2021

RozloZeni CEV pozitivnich pfipadt béhem roku

o koi kapr

W kapr obecny

Pocet CEV pozitivnich pripadi

Teplota vody u kapra obecného a koi kapra vykazujiciho klinické
pfiznaky nemoci CEVD

+ Kapr obecny: 10— 12 °C (6 — 14°C)
* Koi kapr: 17 -22 °C (14 - 26°C)

VYSKYT CEV V CRV LETECH 2013 - 2021

* Vnimavost jinych druhti ryb * Koinfekce s jinymi viry

k CEV

karas obecny * 4 pfipady podvojné infekce CEV
karas zlaty a svcv

kaprokaras (odbér vzorkl prelom duben —
amur bily kvéten)

tolstolobik bily

jelec jesen

mnik jednovousy * 1 pfipad podvojné infekce CEV s

sumecek africky
candat obecny
jeseter bily
jeseter hvézdnaty

VSE NEGATIVN|

KHV
(odbér vzorku zacatek cervence)




DIAGNOSTIKA CEV

* Odbér vzorku
* Nejvhodnéjsi vzorky zaberni tkané z Zivych ryb vykazujici klinické a
patologické pfiznaky infekce
* Konvecni PCR
* Extrakce virové DNA pomoci QlAamp DNA Mini kit (Qiagen, Germany)
* Nested PCR s primery navrzenymi pro sekvenci genu P4a (Way et al.
2017)
* Sekvenovani
* Standardni Sangerovo sekvenovani u firmy SEQme
« Ziskané sekvence zarovnany a upraveny pomoci BioEdit Sequence
Alignment Editor verze 7.2.5. (Tom Hall)
* Fylogeneticka analyza
* Fylogeneticka analyza nukleotidovych sekvenci o velikosti 433 bp
kédujicich protein CEV P4a pomoci MEGA verze 10.1.8. (Tamura et al.

2013)
* Maximum Likelihood Tree, Jukes-Cantor model, 1,000 bootstrap

Genoskupina |

KAPRI EDEMA VIRUS V CR
V LETECH 2013 -2021

Fylogenetickd analyza 433-bp nukleotidové
sekvence kddujici protein CEV P4a.
Fylogeneticky strom obsahuje sekvence
z pozitivnich pfipadli od kapra obecného a
koi kapra.

Genoskupina Il

Genoskupina |

KAPRI EDEMA VIRUS V CR -
V LETECH 2013 -2021

Fylogenetickd analyza 433-bp nukleotidové
sekvence kddujici protein CEV P4a.
Fylogeneticky strom obsahuje sekvence
z pozitivnich pfipadli od kapra obecného a
koi kapra.

" ) — Genoskupina Il
Pfenos mezi genoskupinami.




Genoskupina |

CEV U KAPRA OBECNEHO

Fylogenetickd analyza 433-bp nukleotidové
sekvence kddujici protein CEV P4a.
Fylogeneticky strom obsahuje sekvence
z pozitivnich pfipadd od kapra obecného.

i

Pfezivani viru v prostredi.
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CEV U KAPRA OBECNEHO

Fylogeneticka analyza 357-bp nukleotidové
sekvence kédujici protein  CEV P4a.
Fylogeneticky strom obsahuje sekvence
z pozitivnich pripadd kapra obecného z €R
a Slovenska, které byly analyzovany pro
jejich fylogenetickou ptibuznost s dalSimi
CEV sekvencemi ziskanymi z Genbank.
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CEV U KOI KAPRA

Fylogeneticka analyza 357-bp nukleotidové
sekvence kddujici protein CEV P4a.
Fylogeneticky strom obsahuje sekvence
z pozitivnich pripadt koi kapra z CR, které
byly analyzovany pro jejich fylogenetickou
pfibuznost s dalsimi CEV sekvencemi
ziskanymi z Genbank.
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CEV U KOI KAPRA

Fylogeneticka analyza 357-bp nukleotidové
sekvence kddujici protein CEV P4a.
Fylogeneticky strom obsahuje sekvence
z pozitivnich p¥ipadil koi kapra z CR, které
byly analyzovany pro jejich fylogenetickou
pfibuznost s dalsimi CEV sekvencemi
ziskanymi z Genbank.
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ZAVER
V letech 2013 — 2021 byla CEV DNA detekovana v CR v 54 pfipadech
(39 pripadli u kapra obecného a 15 pripadu u koi kapra).

Vyskyt onemocnéni je vyrazné ovliviiovan teplotou vody.

Fylogeneticka analyza CEV sekvenci potvrdila hlavni déleni izolatd do
dvou, tfi genoskupin podle hostitelské specifity.

Fylogenetickd analyza ddle odhalila, Ze stejny izoldt CEV v nékterych
lokalitach preziva i roky.

Epidemiologickd situace vyskytu CEVD u kapra obecného a koi kapra v
CR je velice podobna s okolnimi staty.
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Proliferativni onemocnéni ledvin

Miroslava Palikova

lososovitych ryb / PKD

Ustav ekologie a chorob zoozvitat, zvéfe, ryb a véel
Veterindrni univerzita Brno

Ustav zoologie , rybdrstvi, hydrobiologie a véelarstvi
Mendelova univerzita v Brné

Proliferativni onemocnéni ledvin (PKD)

e Zavazné parazitarni onemocnéni chovanych i volné zijicich
lososovitych ryb

Evropa a Severni Amerika

* Plvodce: Tetracapsuloides bryosalmonae (Myxozoa: Malacosporea),

dva hostitelé: Bryozoa a lososovité ryby

Plumatella fruticosa

P. fruticosa - zoid

Bryozoa

Fredericella sultana
Plumatella rugosa
Plumatella fruticosa
Plumatella emerginata
Plumatella sp.
Cristatella mucedo
Pectinatella magnifica

Skrytd infekce

|

Zjevna infekce

E——)

statoblast

infekéni spory pro ryby

Prekresleno podle Feist a Longshaw, 2006




* Vnimavost ryb — lososovité druhy ryb

Dosud popsand druhova vnimavost

eropa——————— scrmimeia |

Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss)
Pstruh obecny (Salmo trutta) Pstruh obecny (Salmo trutta)

Lipan podhorni (Thymallus thymallus) Pstruh Zlutohrdly (Oncorhynchus clarki)
Losos obecny (Salmo salar) Losos nerka (Oncorhynchus nerka)

Siven americky (Salvelinus fontinalis) Losos kisu¢ (Oncorhynchus kisutch)

Siven arkticky (Salvelinus alpinus) Losos gorbusa (Oncorhynchus gorbuscha)
Siven alsasky (S. fontinalis x S. alpinus) Losos ¢avyca (Oncorhynchus tshawytscha)
Sih severni (Coregonus lavaretus) Losos keta (Oncorhynchus keta)

Pstruh mramorovany (Salmo trutta marmoratus) Sih Williamsuv (Prosopium williamsoni)

Vyvojové schema T. bryosalmonae

voda malakospory

Bryozoa (spory infekéni pro ryby)

mechovky se pravdépodobné ) o
infikuji pfi pFijmu potravy ryby jsou infikovany
pres kzi a zabry

rybi malakospory moc aktivni hostitel koneény hostitel

(infekéni pro mechovky)

* Teplota vody > 15°C === pfitomnost klinickych pfiznakd
e Teplota vody < 15°C === bez klinickych priznak

* Podminujici faktory: Bryozoal!
teplota vody (nad 12°C)
juvenilni ryby
* Patogeneze: extrasporogonni a sporogonni stadia
ledviny — hlavni cilovy organ
regenerace
* Klinické ptiznaky: ztmavnuti kGze, poruchy plavani, apatie,
anorexie, exophthalmie a zvétSena dutina télni
* Patologicky nalez: zvétSena DT s pritomnosti hemoragické tekutiny,
anemie, zvétSené ledviny a slezina




Klinické priznaky

Patologicky nalez

Patologicky nalez




Histologicky ndlez

Hematologie




* Diagnodza: podminujici faktory
klinické priznaky
patologicky nalez
histologicky nélez (zachyt plivodce)
immunohistochemie (IHC)
molekuldrni metody

Histologické potvrzeni plvodce

Immunohistochemie




Terapie: specificka neni. NaCl v koncentraci 0.8 - 1.2 % 14 dni.

Prevence: pramenitd voda, eradikace mechovek (formaldehyd,
peroxid vodiku, filtrace, UV, ozonizace), optimalizace chovnych

podminek, aplikace imunostimulantl, management, selektivni
Slechtitelské metody




Aktualni nakazova situace
a povinné testovani virovych
chorob ryb

MVDr. Katefina Mikulaskova
SvU Jihlava

Obsah

1. Legislativni okénko
2. Sledované virové choroby ryb
3. Virova hemoragicka septikemie, Infekéni hematopoeticka nekréza

» Aktualni nakazova situace
« Povinné testovani
4. Herpesviréza Koi

« Aktualni nakazova situace
*  Zmeény v testovani
5. Infekéni anemie lososl

« Aktualni nakazova situace

Legislativni okénko

,Animal Health Law*
» Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (EU) 2016/429 (od 21.4.2021)

Obecna pravidla - seznam nakaz, kategorizace
Nafizeni Komise (EU) 2018/1629, Nafizeni Komise (EU)

Surveillance, eradikacni programy, statut prosty ZMENY
Nafizeni Komise (EU) V POVINNEM
- ROVANI

VYSETROVANI

Kontrola onemocnéni

Nafizeni Komise (EU) 2020/687

Obchodovani v ramci EU
Nafizeni Komise (EU) 2020/691, Nafizeni Komise (EU) 2020/990

Vstup do EU
Nafizeni Komise (EU) 2020/692




Sledovaneé virové choroby ryb

Narizeni Komise (EU) 2018/1882

Kategorie A
» Epizooticka nekroza krvetvorné tkané

(EHN)
—>

» Virova hemoragicka septikémie (VHS)
 Infekéni hematopoeticka nekréza (IHN)
* Infekéni anémie lososu (ISA)

Kategorie C

Kategorie E
* Herpesviréza Koi (KHV)

Virova hemoragicka septikemie

©

CHARAKTERISTIKA

VNIMAVE DRUHY

sciencedirect.com
« Celed Rhabdoviridae, Novirhabdovirus, RNA
«  Vechny vékové kategorie, zejména mladé ryby do 1 roku véku pstruh obecny

« Teplota prostiedi do 15°C
«  Stres jako predispozi¢ni faktor sih
+ 1D 5-12 dni (v zavislosti na teploté a infekEni davce)

At

+  Prfimy kontakt, nepfimo — k inovana voda, pi sled
*  Vyluéovani mo¢i, kuzi
+  Apatie, poruchy plavani, rovnovahy

. Ztmavnutl povrchu téla, krvaceniny u bazi ploutvi, svaloviné a vnitfnich organech,
zaber, degenerativni zmény ledvin a jater, splenomegalie

pakambala velka

platys rodu
Paralichthys
olivaceus

VHS — aktualni
nakazova situace

éR Pocet vySetfenych
hospodarstvi

Pocet ohnisek

https://wahis.oie.int/#/dashboards/qd-dashboa




InfekCéni hematopoeticka nekroza

CHARAKTERISTIKA ‘

- Celed Rhabdoviridae, rod Novirhabdovirus, RNA
* Pludek a mladé ryby ve véku 5-12 mésict (6-12cm)

VNIMAVE DRUHY

losos obecny

» Inaparentni pribéh u starsich ryb, perzistence v pohlavnich tekutinach

+ Pfimy kontakt, nepfimo — kontaminovana voda, predméty; nepfimy vertikalni losos Kisué
pfenos (desinfekce jodovymi preparaty)

+ Teplota 8-15°C

* Poruchy plavani, malatnost, nechutenstvi, ztrata reflexu, asfyxie, nahlé ahyny

losos nerka

« Ztmavnuti povrchu téla, exoftalmus, ascites, krvaceniny, anemie zaber

losos ¢avyca

sciencedirect.com

IHN — aktualni
nakazova situace

= Pocet vysetienych
CR hospodarstvi

Pocet ohnisek

O

l vzplanuti
infekce

v Dansku

https 5.oie.int/#/dashboards/qd-dashboard

VHS, IHN — testovani

* ,Dobrovolny“ program dozoru v souladu s Nafizenim Komise (EU) 2020/689

» ...“dobrovolny program testovani a opatfeni pro tlumeni nakazy provadeny v souvislosti
s nakazou kategorie C v zafizeni akvakultury, které se netcastni programu eradikace
za UCelem dosaZeni statusu uzemi prostého nakazy, avSak z testu vyplyva, Ze dané
zafizeni akvakultury neni danou nakazou kategorie C infikovano.“(bod 17 €l. 2 Nafizeni
Komise (EU) 2020/691)

« Platny pro vSechna schvalena zarizeni akvakultury
* Frekvence testovani dle miry rizika

* Nedefinovany status x zamofeny x program dozoru e




VHS, IHN - testovani

ODBER VZORKU

Teplota vody < 14°C

Rizna mista odbéru

Uprednostnit slabé ¢i abnormalné se chovajici ryby

Pstruh duhovy, ¢i ostatni vnimavé druhy ryb, riizné kategorie

30 ks zivych ryb, ovarialni tekutina, semeno, popf. organy
(slezina, ledvina, srdce, mozek)

Rychly transport chlazeného vzorku do laboratoie (v pfipadé
odpoledni dodavky vhodna tel. domluva), teplota <10°C

VHS, IHN - testovani

LABORATORNI VYSETRENI

Rychlé zpracovani
Odbér vzorku k vysetieni

» Potér, télo <4 cm

- Celatéla ryb po gastrointestinalni otvor
» Télo>4 cm

- Odbér organl — srdce, slezina, ledvina, (mozek)
»  Ovaridlni tekutina

Vysetfeni 3 smésnych vzorkii po 10 kusech
» Homogenizace, oSetfeni antibiotiky, filtrace
Izolace viru na vnimavych tkanovych kulturach

» dCa’?ové naro¢né - min.14 dni (pfiméa pasaz 7-10 dni, prvni pasaz 7-10
ni
» Egg;/ou typech tkanovych kultur sou¢asné (BF-2 ¢i RTG-2, FHM ¢i

» PFitomnost viru je prokdzana vyskytem cytopatického efektu (CPE)
» V pfipadé vyskytu cytopatického efektu nasleduje identifikace viru

Identifikace viru

» RT-PCR, RT-qPCR, ELISA
» sekvenace

VHS, IHN - testovani

Molekulirné biologické vysetieni
1

POTVRZENI INFEKCE |z

Organovd suspenze Celé zvife pstruh

Cil vySetfeni / metoda vSetfeno vzorki ivni__pozitivni _dubiozni

Tuf: 3 3 [} (] (]
RT-PCR (IHN)

Vir. hemoragicki septikemie 3 [ 3 [ [

Real-Time RT-PCR (VHS)

RNA viru VHS, 3% smésny vzorek po 10 ks.

THN, 3x smésny vzorek po 10 ks.

Molekulamé bislogickym vysetienim metodou RT - PCR nebyla zjisténa piitomnost RNA viru

POZITIVNI

Molekulamé bislogickym vyetienim metodou Real - Time RT - PCR byla zjisténa piitomnost

Zaslani
elektronického

Telefonické
oznameni Telefonickeé

prisluSné oznameni
veterinarni chovateli
spravé

protokolu o
laboratornim
vysetfeni




Herpesvirdza Koi - KHV

CHARAKTERISTIKA ‘

« Celed Alloherpesviridae, Cyprinivirus, kapfi herpesvirus 3 (CyHV-3), DNA
* VSechny vékové kategorie

« Primy kontakt, nepfimo — kontaminovana voda, predméty, rybozravi ptaci VNIMAVE DRUHY

« Teplota 18-28°C, optimum 23°C - hl. konec jara _

* Mortalita u koi kapr az 100%
« Apatie, inapetence, nouzové dychani, dezorientace, ztrata rovnovahy

kapr koi

* Nekréza zaberni tkané, enoftalmus, kozni skvrny (odumirani epitelu),
zvysena sekrece kozniho hlenu, krvaceniny, zaplisnéni, nekrotické zmény
v ledvinach

www.gov.uk www.gov.uk

KHV- aktualni
nakazova situace

= Pocet vysetienych
CR hospodaistvi

Pocet ohnisek

EVROPA Pocet ohnisek

NOVE Kategorie E

bez povinnosti
monitorovani nakazy

KHYV — testovani

* Od roku 2022 zrusen aktivni monitoring onemocnéni
» Zlstava pouze pasivni monitoring, vyplyvajici z Veterinarniho zakona ¢. 166/1999 Sb.

» Povinnost hlasit zmény zdravotniho stavu ryb a hromadné uhyny ryb pfislu§né KVS
» Odbér vzorkd na vysSetfeni

- 10-30 ks ryb

- vySetfeni Zaber, ledvin, sleziny

- smésné vzorky po 2, max. 5 ks
» Diagnostika

- gPCR,PCR

- sekvenace




Infekéni anemie lososU ‘

* Orthomyxoviridae, Isavirus, RNA
« Statut prosty dle Nafizeni Komise (EU) 2021/620

« Bez povinnosti vySetfovani (pouze pasivni

monitoring)
AKTUALNE
Norsko
Island
EURL
VNIMAVE DRUHY
' pstruh duhovy

Shrnuti

AHL - Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (EU) 2016/429

» Kategorizace nakaz (Nafizeni Komise EU 2018/1882)
+ Kategorie A— EHN
+ Kategorie C— VHS, [HN, ISA
» Kategorie E — KHV
» Povinné vySetfovani (aktivni monitoring)
* VHS, IHN
- Schvaélené podniky akvakultury s ¢etnosti na zakladé miry rizika (1x ro¢né az
1x za 3 roky)
- 30 ks ryb &i ovarialni tekutina
- Teplota vody do 14°C

*  KHV -zruseno ZMENA V TESTOVANI VHS, IHN
» Pasivni monitoring

* VHS,IHN,KHV, (ISA,EHN)

Aktualni ndkazova situace (2021- 5/2022)

» VHS - CR 2 ohniska, dale Némecko, Francie, Italie, Rumunsko
» IHN - Dansko, Némecko, Rakousko, Finsko, Italie, Chorvatsko
» KHV - CR 6 ohnisek, ostatni staty (nejsou data)
» ISA - Norsko, Island

Dekuji za pozornost




Vyzkumny Ustav veterinarniho
lékaFstvi, v. v. i. Brno
Hudcova 296/70, 621 00

Tel.:+420 773 756 631
E-mail: vri@vri.cz

WWW.Vri.cz
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