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1. Uvod

Kapr obecny (Cyprinus carpio L.) je v Ceské republice od stfedovéku az po
soucasnost nejvice hospodarsky vyuzivanou rybou. Je oblibeny hlavné kvili svému
vynikajicimu masu a dobré adaptaci na podminky chovu v rybni¢nim hospodéistvi.
Statistiky Svétové potravinaiské a zemédélské organizace (FAO) udavaji, Zze v roce
1991 ¢inila celosvétova produkce kapra obecného 1 018 286 t a v roce 2007 jiz 3 172
488 t. Nejvétsim svétovym producentem kapra je Cina, jejiz podil na celkové
produkci je 70 % a diky chovatelim ve vychodni a jihovychodni Asii se kazdoro¢né
celkova produkce kapra neustale zvysuje. V Ceské republice tvoii kapr 86 - 90 % z
celkové produkce, to odpovida 17 - 18 000 t ro¢né (Duda a kol., 1999).

Jednim ze zékladnich limitujicich faktorti uspéSného chovu je dobry zdravotni
stav ryb. Jen zdrava, odolna ryba se dobfe rozmnozuje, dava zivotaschopny pludek,
pln€ vyuzivd pfirozenou potravu i predklddané krmivo a v co nejkratSim case
dosahuje pozadované trzni velikosti (Svobodova a kol., 2007). Pti¢ina vzniku nemoci
muze byt neinfekéniho, nebo infekéniho charakteru. Neinfekénim naruSenim
zdravotniho stavu ryb rozumime napi. mechanické poSkozeni ryb nebo zneciSténi
vodniho prostiedi. Infekéni choroby rozdélujeme na virové, bakterialni, plisnové a
parazitarni.

Jednou z nejzavaznéjsich chorob virového pavodu, zplsobujici masivni ztraty
v chovech kapra a koi kapra, je koi herpesviroza (Koi Herpes Virus Disease;
KHVD). Bylo zjisténo, ze ptivodcem tohoto onemocnéni je virus nazyvany Cyprinid
herpesvirus 3 (CyHV-3). Vznik onemocnéni je zavisly predev$im na teploté vody,
optimalni teplota pro rozvoj tohoto onemocnéni je okolo 23 °C. K prvnimu vzplanuti
nemoci zpusobené virem CyHV-3 doslo v Izraeli vroce 1998. Do roku 2000 se
nemoc rozsifila do 90 % farem v Izraeli (Perelberg a kol., 2003). Kratce po vzplanuti
Vv Izraeli se nakaza objevila i v USA a od té doby se rozsifila do mnoha zemi Asie i
Evropy. V soucasnosti je koi herpesviréza kromé Jizni Ameriky, Australie a Severni
Afriky rozSifena po celém svété.

Cilem této prace je formou literarniho prehledu sumarizovat dostupné informace
o vnimavosti riznych druhli ryb k nebezpe¢nému infekénimu onemocnéni - koi
herpesvirdze. Nedilnou soucasti prace je také charakteristika piivodce onemocnéni,

seznameni s pouzivanymi diagnostickymi metodami, popis klinickych a



patologickych pfiznakti a informace o epizootologické situaci v chovech ryb ve

SVEte.
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2. Historie a rozSiieni koi herpesvirézy (Koi Herpes Virus
Disease; KHVD)

2.1. Prvotni vzplanuti a nasledné rozsiieni koi herpesvirézy v Izraeli
a Severni Americe

Prvni zprdva o onemocnéni zpusobujicim hromadny uhyn kapra obecného
(Cyprinus carpio L.) a koi kapra (Cyprinus carpio koi) v Izraeli byla ptedlozena na
9. Mezinarodni konferenci Evropské asociace rybich patologi (European Association
of Fish Diseases; EAFP) na ostrové Rhodos vroce 1999 (Ariav a kol., 1999).
K prvnimu vzplanuti nakazy v chovech kapra doSlo u Severozapadniho pobiezi
Izraele na zacatku kvétna 1998. V nasledujicich tfech letech se objevovala dalsi
ohniska nékazy, vzdy na jafe a na podzim pfi teploté vody v rozmezi 22 - 26 °C. Do
roku 2000 se nemoc rozsifila do 90 % farem v Izraeli (Perelberg a kol., 2003).

Koncem roku 1998 bylo podle Graye a kol. (2002) zaznamenano vzplanuti
neznam¢ nakazy také u koi kapri v USA kratce poté, co se ryby vratily
z mezinarodni vystavy koi kapri v New Yorku. Stejni autofi uvadi, ze béhem roku
1999 byla hlasena dalsi dvé ohniska nakazy ve staté¢ Kalifornie (Ventura a Los
Angeles).

Vzorky tkané zprvniho amerického ohniska a z lzraele byly zaslany na
University of California, School of Veterinary Medicine, Davis, USA. Védeckému
tymu prof. Hedricka se podafilo na bun&tné linii, pfipravené z epidermalnich bun¢k
ploutve koi kapra, KF - 1 (koi fin 1), ze vzorkl tkani nemocnych ryb izolovat
neznamy virus (Hedrick a kol., 2000). Vzhledem k morfologickym znakim typickym
pro herpesviry byl zatazen do ¢eledi Herpesviridae (Pokorova a kol., 2005). Analyza
vzorkl také ukdzala, ze izolaty z USA a Izraele byly identické, ale virus se lisil od
bézné se vyskytujiciho kapiiho herpesviru 1 (CyHV-1) (Gilad a kol., 2002).

Diky hostitelské specifi¢nosti a morfologické podobnosti s fadem Herpesvirales
byl piivodce nakazy nazvan koi herpesvirem (KHV).

V pribéhu roku 2004, diky konvenénim metodam PCR, pouzitym k vySetieni
vzorkd z jater, sleziny a ledvin odebranych z pfipadi vysoké mortality koi kapra
v New Yorku, bylo potvrzeno, Ze ryby byly infikovany KHV (Grimmett a kol.,
2006). Michigansky odbor pfirodnich zdroji (Michigan Department of Natural
Resources) uvadi, ze na severu stiedozapadniho regionu USA, u hranic s Kanadou,

doslo také k masivnimu thynu kapra zptisobenému KHV (Outdoorhub, 2015).
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V letech 2007 a 2008 doslo k hromadnym thyntim populace divokého kapra ve
dvou oblastech Kanady. Prvni uhyn nastal na jafe v regionu Ontario (jezero
Kawartha), kde uhynulo pfes 12 000 kaprt. V I1ét¢ 2008 byl hlasen hromadny tthyn

V Manitobé¢ a znovu v regionu Ontario (Garver a kol., 2010).

2.2 Rozsiteni koi herpesvirézy v Asii

Mimo jiz zminované prvni propuknuti KHV v Izraeli roku 1998 a nasledné
rozsifeni ndkazy do 90 % chovi kapra (Perelberg a kol., 2003), byl virus hlasen
v chovech koi kapra v Hong Kongu vroce 2001, vchovech kapra obecného
v Indonésii a v chovech koi kapra na Tchaj-wanu v roce 2002 (Haenen a Hedrick,
2006). V Cing byl virus poprvé objeven v importu koi kapra v roce 2002 (Liu a kol.,
2002). V Japonsku se virus vyskytl v chovu kapra obecného v roce 2003, v Thajsku a
Singapuru v chovech koi kapra v roce 2005 (Haenen a Hedrick, 2006; Lio - Po,
2007).

K prvnimu ptipadu thynu zptisobeného KHV v Indonésii doSlo na vychodé
ostrova Java v oblasti Blitaruna v bieznu 2002. Do této lokality byly v lednu 2002
vysazeny ryby z Ciny a Hong Kongu. Nasledujici mésic doslo k druhému vzplanuti
nakazy v obsadce kapra obecného na zapad¢ Javy. V kvétnu byl virem zasazen kapr
obecny v klecovych chovech v ptehradé Cirata. Do roku 2006 se nemoc rozsifila do
dalSich indonéskych kapftich farem a zptsobila az 95% uhyn (Sunarto a kol., 2005).

Na rozdil od autort, ktefi zminuji vyskyt KHV v chovu kapra obecného
v Japonsku v roce 2003 (Haenen a Hedrick, 2006; Lio - Po, 2007), Amita a kol.
(2002) uvadi, ze v Japonsku doslo k detekci KHV u koi kaprd jiz v roce 2001.
Nasledné¢ byly odebrany vzorky ryb z 20 farem, analyzovany pomoci PCR a
shledany KHV negativni (Amita a kol., 2002). V fijnu 2003 byla KHVD poprveé
zaznamenana v prefektufe Ibaraki (Sano a kol., 2004). V prubéhu dalSich dvou
mésict se nemoc rozsifila celkem do 23 japonskych prefektur a bylo zaznamenano
na 1200 tun uhynulych ryb (Kimiya, 2004). Nova legislativa od roku 2003 oficialné
zakazala presun kapra obecného a koi kapra z infikovanych oblasti Japonska
(Yamada, 2004). V dalsich letech v8ak piesto doslo k masivnimu roz$ifeni a na jate
2006 byl KHV zjistén u 45 ze 47 japonskych prefektur (Hara a kol., 2006).

V Thajsku byla KHVD poprvé diagnostikovana v bfeznu 2005 u chovatele

koi kapri. Bylo zjisténo, ze se ryby o par dni diive tcastnily vystavy v Bangkoku.
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Virus se v8ak dale nerozsitfoval (Tandavanitj a kol., 2005). V Singapuru byla KHVD
zjisténa ve dvou ohniscich v roce 2006 (Musa a kol., 2005). Dalsi izolace viru byly
zaznamenany v Myanmaru, Kambodzi, Laosu, Filipinach, Malajsii (Lio - Po a kol.,
2009).

2.3. Rozsireni koi herpesvirozy v Evropé

Prvni podezfeni na onemocnéni vyvolané koi herpesvirem v Evropé pochazi
z chovti koi kaprd v Némecku z let 1997 a 1998 (Bretzinger a kol., 1999; Hoffmann,
2000). Zaberni tkan postizenych ryb byla vySetfena transmisni elektronovou
mikroskopii a v jadie a cytoplazmé respiracnich epitelovych bunck byly pozorovany
herpesvirové cCastice. Po izolaci z nemocnych némeckych koi kapri byl virus
piedbézné klasifikovan jako herpesvirus (Neukirch a Kunz, 2001).

Ve Velké Britanii byla poprvé zaznamenana ohniska virové nakazy koi kapra
Vv letech 1999 a 2000. Klinické ptiznaky onemocnéni byly podobné s ptfiznaky, které
byly pozorovany v Izraeli, USA a Némecku (Walster, 1999; Walster, 2000). Na
desaté mezinarodni konferenci EAFP v Dublinu Way a kol. (2001) jako prvni uvedli
izolaci KHV z koi kapri ve Velké Britanii. Virus byl izolovan z ryb importovanych
z Izraele a studie prokazaly velkou podobnost s izolaty z Izraele a USA v roce 1998.
Nicméné Denham (2003) uvadi nalezy KHV ve Velké Britanii i zroku 1996,
podobné tak i ,,Centrum védy pro Zivotni prostiedi, rybolov a akvakulturu® (CEFAS)
uvadi pozitivni nadlez KHV DNA vV retrospektivni analyze histologického materialu
zroku 1996, pochazejiciho z recirkulaéniho systému (lokalita hrabstvi Derby,
Anglie) (Way a kol., 2004), o ¢emz se zminuji I Haenen a kol. (2004). Dalsi izolace
KHYV probéhly ve Velké Britanii z koi kapri dovezenych z USA, lIzraele a Malajsie
(Way a kol., 2001). V roce 2003 byl KHV poprvé zjistén v britskych volnych
vodach, kde doslo k hromadnému thynu kapra (Denham, 2003; Way a Dixon, 2007).
Nadchazejici detekce KHV byly provedeny v mensim poctu v letech 2004 a 2005.
V roce 2006 byla hlasena a potvrzena ohniska nakaz na 23 mistech v jizni Anglii
(Way a Dixon, 2007).

Podle Pokorové a kol. (2005) bylo prvni ohnisko nakazy na evropském
kontinentu potvrzeno v Belgii roku 1999 a ¢asem do$lo k rozsifeni i do dalSich
evropskych zemi. Roku 2002 byl virus oficialné potvrzen ve Velké Britanii, Dansku,

Némecku a Nizozemi, dale roku 2003 ve Francii, Rakousku, Italii, Lucembursku a
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Svycarsku. V 16té roku 2004 doslo k nékolika vzplanutim v Polsku (Antychowicz a
kol., 2005; Bergmann a kol., 2006). Dva ptipady KHVD (Koi Herpes Virus Disease)
byly hlaseny z Irska v letech 2005 a 2007. Oba se tykaly dovezenych koi kapru
(McCleary a kol., 2011).

Prvni nepiimy kontakt s KHV na tuzemi Ceské republiky byl roku 2000, kdy
izrael§ti vyzkumnici pozadali Vyzkumny ustav rybaisky a hydrobiologicky ve
Vodnanech o poskytnuti zmrazeného spermatu amurského Sazana, pro ovéteni
moznosti vyuziti této formy kapra k produkci hybridi, ktefi jsou rezistentni vici
KHV (Piackova a kol., 2015). Prvni zachyt KHV na uzemi Ceské republiky Vv roce
2004 byl zjistén u ryb bez zjevnych klinickych pfiznakl, na zaklad¢é vysetieni
pomoci PCR (Pokorova a kol., 2005). V letech 2005 a 2006 byly v ramci feSeni
grantového projektu Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum MZe CR ,,Ochrana
chovii kapra obecného (Cyprinus carpio L.) pfed onemocnénim zplsobenym
koiherpesvirem (KHV)*, odebrany vzorky tkani ze 138 ryb (kaprt a koi kaprit) ze 13
farem a soucasn¢ na zadost majitelt pro potvrzeni bezinfek¢nosti za i¢elem dovozu
a vyvozu ryb bylo vySetfeno celkem 66 koi kapri. VySetfenim metodou PCR byla
zjisténa pritomnost viru v 5 lokalitach (Pokorova a kol., 2007). Od roku 2008 bylo
v Ceské republice zachyceno minimum piipadii ptitomnosti KHV, z toho polovina
ptipadi byla zjisténa u ryb bez klinickych ptiznakt diky pravidelnému monitoringu
Statni veterinarni spravy Ceské republiky (Pokorova a kol., 2013). Novotny a kol.
(2010) popisuji ptipad tthynu koi kapr@i v zahradnim jezirku v CR. Infekce byla
tehdy pravdépodobné zavlec¢ena dovozem koi kaprii z Thajska a byla doprovdzena
vysokou mortalitou. Na zdklad¢ klinického pozorovani a histopatologického
vySetieni vzniklo podezieni na KHVD. Diagndza byla potvrzena pomoci metody

PCR.

2.4. Rozsireni koi herpesvirozy v ostatnich ¢astech svéta

V soucasné dob¢ jsou KHV prosté pouze Jizni Amerika, Australie a Severni
Afrika. Otazkou je, do jaké miry se v téchto oblastech vySetfuje a zda nepfitomnost
KHV neni jen domnéla. Celosvétové rapidni rozsifeni viru zplsobily mezinarodni
obchody a vystavy kapra obecného a jeho okrasnych forem (Rakus a kol., 2013).

Rozsiteni KHV ve svété do roku 2015 je znazornéno na obrazku ¢. 1.
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Obr. 1. Rozsiteni KHV ve svété do roku 2015. Prvni vzplanuti (I1zrael) oznaceno zeleng,

uzemi, ktera byla dosud zasazena virem KHV oznacena ¢ervené (obrazek: J. Kostlan).

3. Charakteristika koi herpesviru

3.1. Obecna charakteristika herpesviri

Herpesviry jsou specifické hostitelské patogeny, které se bézné vyskytuji u
obratlovcu. VétSina herpetickych infekci neni na prvni pohled ziejma, nebo
zpusobuje V piirodnich podminkach jen mirnd onemocnéni. V hostiteli, ktery ma
oslabenou imunitu, ¢i v prostiedi, které je pfiznivé pro pienos viru na hostitele, jsou
vSak tyto viry vysoce patogenni (Hanson a kol., 2011). Herpesviry maji pomérné
slozity virion, slozeny z velkého pocétu proteinii uspoiadanych do tii vyraznych
struktur: kapsidu, vrstvy proteint (tegumentu) a obalu. Genom herpesvirti je tvofen
liearni dvouvlaknovou molekulou DNA. Velikosti genomt se pohybuji od 125 kbp
(tisic part bazi) do 290 kbp (Carter a Saunders, 2013). Herpesviry maji vyvinuty
slozity mechanismus k tomu, aby byly schopny dlouho pietrvavat v hostiteli (Hanson
a kol., 2011). Dosud byly sekvenovany genomy vice nez 48 rGznych herpetickych
virt veetné tii virt infikujici ryby (Davison, 1992; Aoki a kol., 2007; Van Beurden a
kol., 2010), dvou virt infikujicich Zaby (Davison a kol., 2006) a viru, ktery infikuje
usttice (Davison a kol., 2005).
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3.2. Klasifikace koi herpesviru

Po prvni izolaci viru ze vzorkl pochazejicich z lzraele a USA byl virus
vzhledem k morfologickym znakim typickym pro herpesviry zafazen do celedi
Herpesviridae a nazvan koi herpesvirem (KHV) (Hedrick a kol., 2000). Stejného
virového puvodce izolovali Ronen a kol. (2003) a virus byl na zakladé patologickych
zmén, které zptisoboval, ozna¢en jako ,,virus kapii nefritidy a zaberni nekrozy* (Carp
interstitial Nephritis and Gill necrosis Virus; CNGV). Sekven¢ni analyza casti
genomu ukazala, ze KHV je tzce spjat s Cyprinid herpesvirus 1 (CyHV-1) a
Cyprinid herpesvirus 2 (CyHV-2) a vzdalené piibuzny s Ictalurid herpesvirus 1
(IcHV-1) a Ranid herpesvirus 1 (RaHV-1) (Waltzek a kol., 2005). Od roku 2009 byl
KHV zafazen do fadu Herpesvirales. Tento fad zahrnuje tfi ¢eledi: Herpesviridae,
Alloherpesviridae a Malacoherpesviridae. Celed’ Herpesviridae zahrnuje herpesviry
zpusobujici onemocnéni plazl, ptdkll a savci (véetné cCloveka). Do celedi
Malacoherpesviridae zahrnujeme Vv podstaté jediného zastupce, ktery vyvolava
onemocnéni Gsttic (Doszpoly a kol., 2011). Samotny virus KHV pak patii do celedi
Alloherpesviridae. Celed” Alloherpesviridae je nové vytvofend samostatna Celed,
sdruzujici infekéni herpesviry ryb a obojzivelnikii (Waltzek a kol., 2005). Celed je
rozdélena do 4 rodi - Cyprinivirus, Ictalurivirus, Salmonivirus a Batrachovirus
(Davison a kol., 2013). Rod Cyprinivirus obsahuje nejen dva viry infikujici kapra
obecného a koi kapra (virus kaptich nestovic - CyHV-1 a koi herpesvirus - CyHV-3),
ale také virus napadajici karase zlatého (CyHV-2) a virus napadajici sladkovodni
uhoie (AngHV-1) (Waltzek a kol., 2005).

VétSina  herpesviri ryb a obojzivelnikli, seskupujicich se do celedi
Alloherpesviridae, je vzdalené piibuzna s herpesviry plazt, ptakd a savcd, patiicimi

do celedi Herpesviridae. (Doszpoly a kol., 2011).

3.3 Rod Cyprinivirus
3.3.1 Cyprinid Herpesvirus 1 (CyHV-1)

Virus CyHV-1, nékdy oznaCovany jako virus kapiich neStovic, zpisobuje
nezhoubné papilomatdzni epitelidlni 1éze u kapra obecného a jeho okrasnych forem.
Virus kapfich nestovic byl nalezen u ryb ve vétsing€ evropskych zemi, v USA, Izraeli,
Rusku a v n&kterych asijskych oblastech (Cina, Japonsko, Korea, Malajsie). Nadory

nalezené na kazi ryb jsou bilé az Sedé a mohou pokryt velké plochy povrchu téla,
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véetn¢ hlavy a ploutvii U juvenilnich stadii kapra se mohou objevit
klinické ptiznaky, které jsou podobné ptiznakiim koi herpesvirdzy, miize také dojit
ke zvétSeni dutiny télni, k vyskytu hemoragii na bfiSe a skielich a k tmavé
pigmentaci ktze (Plumb a Hanson, 2011). Dosp¢lé infikované ryby nevykazuji
Klinické ptiznaky typické pro KHVD. Onemocnéni vétsinou probiha chronicky, je
sezonni a herpetické 1éze se obvykle rozvijeji pfi teplotach nizsich nez 15 °C. Se
zvySenou teplotou 1éze ustupuji (Palmeiro a Weber, 2010). Sano a kol. (1993)
prokazali pfitomnost CyHV-1 v nervovych a podkoznich tkanich po odeznéni

nemoci, coz naznacuje latenci viru vysvétlujici opakovani 1ézi.

3.3.2. Cyprinid Herpesvirus 2 (CyHV-2)

Tento virus zpusobuje nekrozu krvetvorné tkané u karase zlatého, Carassius
auratus. Infikované ryby neprojevuji pfiznaky typické pro koi herpesvirdzu,
s vyjimkou apatie a bledych Zzaber. V dutin¢ télni bylo makroskopicky patrné
odbarveni ledvin a sleziny, mikroskopicky nekrotickd loziska Vv hematopoetické
tkani, slezinné dfeni, pankreatu a v podslizni¢ni vrstvé stieva (Jung a Miyazaki,
1995; Groff a kol., 1998). Ohniska nakazy se objevuji v zavislosti na teploté¢ vody a
byla zaznamendna V rozmezi 15 - 25 °C. Mortalita ryb se pohybuje mezi 50 az 100
% mnakazené populace (Groff a kol., 1998). Rychla detekce CyHV-2 se obvykle
provadi pomoci PCR (Goodwin a kol., 2006; Waltzek a kol., 2009).

3.3.3.Anguillid Herpesvirus 1 (AngHV-1)

Tento virus patii spolu s CyHV-1, CyHV-2 a CyHV-3 do rodu Cyprinivirus,
pfestoze zplsobuje onemocnéni v populacich thoit Zijicich ve volnych vodach
(Sano a kol., 1990; Haenen a kol., 2002). Van Beurden a kol. (2010) sekvenovali
kompletni genom viru a potvrdili jeho pfislusnost k celedi Alloherpesviridae.
Fylogenetické studie ukéazaly, Ze AngHV-1 Uzce souvisi s kapfimi herpesviry,
ackoliv infikuje uhote a nikoliv kaprovité druhy ryb (Van Beurden a kol., 2010).
Z toho divodu Mezinarodni vybor pro taxonomii vird (ICTV) pfifadil AngHV-1
k rodu Cyprinivirus. AngHV-1 byl izolovan z farmového chovu uthofe Fi¢niho
(Anguilla anguilla) a japonského thoie (Anguilla japonica) v Japonsku (Sano a kol.,
1990). Dale byl AngHV-1 izolovan z uhote japonského v Taiwanu (Ueno a kol.,
1992) a z uhote fiéniho v mnoha evropskych zemich (Davidse a kol., 1999; Haenen a
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kol., 2002; Van Ginneken a kol., 2004; Jakob a kol., 2009). Virus byl také nalezen
v divokych populacich thote v Holandsku (Van Ginneken a kol., 2004) a v Némecku
(Jakob a kol., 2009). Ackoliv se klinické piiznaky mezi jednotlivymi ohnisky mohou
lisit, nejcastéj$imi ptiznaky jsou apatie, krvaceniny na kuzi, ploutvich a zabrach,
ptekrveni zaberniho epitelu a svétla jatra. Mortalita thotd se pohybuje v rozmezi 1 -
10 %. Diagndza se urCuje pomoci izolace viru na buné¢nych kulturach (Sano a kol.,
1990; Haenen a kol., 2002), nebo pomoci PCR (Rijsewijk a kol., 2005). Piestoze
mortalita neni pfili§ vysoka, kontrola ohnisek ndkazy mize byt obtizna v dusledku
ptitomnosti viru v divokych populacich thofe. Virus ma schopnost setrvat latentni i

ve zjevné zdravych rybach (Van Nieuwstadt a kol., 2001).

3.4. Struktura koi herpesviru

Zralé viriony s vné€jsim fosfolipidovym obalem pochazejicim z hostitelské buniky
dodavaji virionu celkovy pramér 170 - 230 nm. Hlavni slozkou obalu virionu je
dvouvrstvy lipoprotein (Carter a Saunders, 2013). Podle Miyazakiho a kol. (2008)
zavisi pramér virionu na infikovaném typu bunck.

Vnitini ¢ast virionu je sloZena z vnitiniho kapsidu s ikosahedralni symetrii,
0 prumé&ru 100 az 110 nm (Carter a Saunders., 2013). Schématickou strukturu virionu
herpesviru zobrazuje obrazek ¢. 2.

Genom CyHV-3 je linearni dvouvlaknova molekula DNA o velikosti 295 kbp
(Aoki a kol., 2007), n€ktefi autofi uvadi velikost genomu 277 kbp (Ronen a kol.,
2003). Jedna se tedy o nejvétsi genom ze vSech dosud sekvenovanych herpesvirt
(Aoki a kol., 2007). Podle Cartera a Saunderse (2013) se genom sklada z lipidového
obalu a nukleokapsidu, které jsou odd€lené proteinovym matrixem nazyvanym

tegument (obrazek ¢. 3).
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obal

kapsid

proteinova vrstva-
tegument

Obr. 2. Struktura virionu herpesviru (podle Dreamstime, 2015; pteklad popisku: J. Kostlan).

lipidovy obal

nukleokapsid

tegument

Obr. 3. Virion CyHV-3, méfitko: 100 nm (podle Mettenleiter a kol., 2009, pieklad
popisk: J. Kostlan).

4. Charakteristika koi herpesvirozy (KHVD)

4.1 Predispozi¢ni faktory a mortalita

Dtlezitymi faktory prostiedi, které obecné ovliviluji vznik a zavaZnost virové

infekce, jsou teplota, mira virulence viru, vék a kondice ryb, hustota obsadky a

19



stresové faktory, jako jsou pieprava ryb, manipulace, ¢i vytér (Le Morvan a kol.,
1998; llouze a kol., 2010).

V ptipadé KHV je hlavnim Ccinitelem ovliviiujicim Sifeni viru a rozvoj
onemocnéni teplota vody (Gilad a kol., 2003). Vznik onemocnéni byl zaznamenan
pii teplot¢ vody mezi 16 a 25 °C (Haenen a kol., 2004; Hedrick a kol., 2000;
Perelberg a kol., 2003; Sano a kol., 2004). Minimalni teplota pro Sifeni viru je 13 °C
(Gilad a kol., 2004), pti¢emz maximalni teplota vody pro pruanik viru do organismu
ryb je 28 °C. Vyssi teploty nebo teploty pod 13 °C infekci brzdi (Gilad a kol., 2004;
llouze a kol., 2010). Nejkritic¢téjsi obdobi pro vypuknuti infekce KHV je jaro, kdy
jsou imunitni reakce hostitele potlaceny (Hedrick a kol., 2000). Experimentalni
studie navic prokazaly, ze jarni a letni mortalita zptisobena koi herpesvir6zou muize
byt vyvolana pfesunem ryb, které byly diive v kontaktu s virovou infekci
z chladnych vod (teplotné nevhodnych pro §ifeni viru — pod 13 °C) do vod teplejsich
(okolo 23 °C). Tim dojde k opétovnému vyvolani onemocnéni nasledovanému
mortalitou napadenych jedinct béhem 7 az 12 dni (Gilad a kol., 2003).

Morbidita (nemocnost, neboli % ryb vykazujicich klinické ptiznaky onemocnéni)
populaci postizenych KHV muze byt podle Bretzingera a kol. (1999) az 100 % a
mortalita 70 - 80 %. Hedrick a kol. (2000) uvadi, ze mortalita infikovanych ryb
dosahuje 80 - 100 %. Také sekundarni bakterialni, ¢i parazitarni infekce, které se u
ryb nakazenych KHV bézné vyskytuji, mohou ovlivnit celkovou mortalitu (Haenen a
kol., 2004).

4.2. Prenos viru

Virus se pfendsi horizontalné piimym kontaktem mezi infikovanymi a
vnimavymi jedinci a stykem s kontaminovanym prostfedim. K horizontalnimu
prenosu infekce dochazi bud’ pfimo, nebo neptimo. P¥imy ptenos viru probiha pfi
kontaktu s kazi jiz infikovanych ryb (El-Matbouli a Soliman, 2011, Kempter a kol.,
2012). K ptimému ptenosu muze také dojit pifi kanibalistickém chovani kapri
(Michel a kol., 2010; Fournier a kol., 2012). Nepfimo je Vvirus pienasen rybimi
vykaly, planktonem, vodnimi bezobratlymi, rybozravymi ptaky (mohou ptenaset
virus pienesenim infikovanych ryb zjedné lokality do druhé) a vodou, ktera je
hlavnim abiotickym pfenaSeéem (Dishon a kol., 2005; Minamoto a kol., 2011; llouze

a kol., 2010). Virové castice se uvolnuji do okoli z epitelialnich bunék Zzaber
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(Pikarsky a kol., 2004). Vzhledem k tomu, Ze virus byl detekovan i ve vykalech
nemocnych ryb (Dishon a kol., 2005), lze ptfedpokladat, ze k jeho replikaci dochézi i
Vv epitelialnich bunkach stfeva. Vertikalni pienos, tj. pfenos infekce zrodi¢u na
potomstvo nelze vyloucit, avSak zatim moznost tohoto zplsobu pienosu nebyla

potvrzena (Rakus a kol., 2013).

4.3 Preziti viru mimo hostitele

Podle Perelberg a kol. (2003) KHV aktivné pretrvava ve vodé po dobu 4 hodin
pii teploté 23 — 25 °C. Delsi obdobi infek¢nosti viru by zaviselo na sloZeni vody
(Shimizu a kol., 2006). Stejni autofi uvadi, Ze virus Vv pfirozeném vodnim prostiedi
ztraci infek¢nost do 3 dnd. Haramoto a kol. (2005) zjistovali béhem ledna az biezna
roku 2004 ptitomnost viru v fi¢ni vod¢ (feka Tamagawa). Z odebranych 48 vzorki
byla zjisténa pfitomnost viru pouze ve dvou piipadech. V kvétnu roku 2004 byla ve
tiech oblastech feky Tamagawa (Japonsko) zaznamenana ohniska nakazy KHV,
Vv nichz uhynulo 8 000 kaprd. Pozitivni vysledky ze vzorka vody tedy prokazaly
pritomnost DNA KHV minimalné 4 mésice pted zjisténim ohnisek, pfi teploté 9 - 11
°C.

Kasai a kol. (2005) potvrdili, Ze pteziti viru ve vodnim prostiedi je nepiimo
Shimizu a kol. (2006) studovali rozdil v délce prezivani virulentniho viru
V neoSetiené a v autoklavované ti¢ni vod€. V neoSetfené vodé byla zaznamenana
vyznamna redukce titru koi herpesviru béhem tii dni, zatimco v téZe ficni vodg,
ktera byla pfed inokulaci viru sterilizovdna v autoklavu, byla infektivita viru
zachovana déle nez sedm dni. Tuto skuteCnost vysvétluji ptitomnosti ,,anti-KHV*
bakterii v i¢ni vodé.

Viry se mnozi pouze uvnitt Zivé vnimavé buiiky hostitele. Kromé klize a Zaber se
virus KHV mnozi také v bunkach stfevni sliznice a je vyluGovan spolecné s fécés
(Gilad a kol., 2004). Faktory prostiedi rozhoduji o dalsim osudu viru ve vode¢.
Navazani na pevnou latku jej mize chranit pfed pisobenim degradacnich enzymi i
pred UV zafenim. To umoziuje nejen prostou perzistenci viru v sedimentech, ale
také jeho akumulaci v bentickych organismech, které se poté mohou stat vyznamnym
zdrojem virové infekce (Matsui a kol., 2008). Stejni autofi uvadi, ze virus KHV

pfeziva v sedimentu ve vysSich koncentracich, nez ve vodé. To znamend, Ze
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sediment pisobi jako potencidlni rezervoar pro KHV v pfirodnich sladkovodnich

ekosystémech.

4.4 Klinické priznaky a histopatologické zmény

Hedrick a kol. (2000) uvadi prvni ptiznaky onemocnéni pii permisivni teploté
(23 °C) po 2 - 7 dnech po infekei, pfi nizSich teplotach je inkubacni doba 7 - 21 dni
(Haenen a kol., 2004). Nakazené ryby jsou apatické, lezi na dn¢ nadrze se sloZzenou
hibetni ploutvi a nepfijimaji potravu. V rybnicich se infikované ryby shromazd'uji
Vv blizkosti pfitoku vody nebo nedaleko biehid, kde vyhledavaji kyslikatéjsi zony.
Nekroza zaber, nepravidelné zbarveni klize a zvySena sekrece hlenu se projevuji
od 3. dpi (Rakus a kol., 2013). V zavislosti na fazi infekce vykazuje kize rtuzné
klinické ptiznaky, jako je napi. hyperemie, zejména U bazi ploutvi a na bfise. Bledé,
nepravidelné skvrny na kiZi jsou spojeny s vyluCovanim slizu Vv pocatecni fazi
infekce. V pozd¢jsi fazi infekce se projevuje hyperplazie bunék respiraéniho epitelu
a nedostatek kozniho slizu. Dochézi také ke zkrabaténi povrchu klze a vznikaji
herpetické 1éze. Lze rovnéz pozorovat eroze na ploutvich a bilateralni enoftalmus
(zapadlé oci). Nekteré ryby vykazuji v poslednim stadiu infekce neurologické
ptiznaky, ztraceji rovnovahu a jsou dezorientovany (Hedrick a kol., 2000; Haenen a
kol., 2004; Perelberg a kol., 2003). Postizené ryby trpi pied tthynem poruchami
plavani, zménou barvy, ¢i zvySenou respira¢ni frekvenci (Gray a kol., 2002).

Projevuji se také otoky, bledé skvrnité zabry a kozni 1éze (Oh a kol., 2001). Typické

vnéjsi ptiznaky pozorované na nemocnych rybach znazornuje obrazek ¢. 4.

Obr. 4. Klinické piiznaky KHVD u kapra obecného - (A) zvySena produkce
hlenu,enofthalmus, (B) krvaceniny na ktzi, (C) nekroza Zaber (podle Gotesman a kol.,
2013).
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Nejvyraznéjsi histopatologické zmény jsou pozorovany na zabrach. Zahrnuji
erozi primarnich lamel, fuzi (spojeni) sekundarnich lamel a adhezi (slepeni)
7abernich filament (Perelberg a kol., 2003; Pikarsky a kol., 2004). Zabry také
vykazuji hyperplazii, hypertrofii, nebo nuklearni degeneraci Zaberniho epitelu a
ptekrveni krevnich cév v Zabernim oblouku (Miyazaki a kol., 2008; Pikarsky a kol.,
2004). Lze pozorovat zanéty a nekrozy zaber vyustujici az v uplnou ztratu lamel
(Ouyang a kol., 2013; Pikarsky a kol., 2004). Postizeny jsou také hematopoetické
bunky v kranialni ledvin¢ (Miyazaki a kol., 2008). Slabé peritubularni zanétlivé
infiltraty jsou evidentni v kaudalni ledviné na zacatku 2. dpi a ¢asem se zmnozuji. To
je doprovazeno pretizenim krevnich cév a degeneraci tubularniho epitelu nefronti
(Pikarsky a kol., 2004). Ve slezin¢ jsou nejvice postizeny splenocyty (slezinné
buniky). V nékterych ptipadech je velké mnozstvi odumfielych splenocyti
doprovazeno krvacenim do parenchymu sleziny. V jatrech jsou nejvice postizeny
hepatocyty (Miyazaki a kol., 2008). V jaternim parenchymu jsou pozorovany mirné
zanétlivé infiltraty. V mozku byly pozorovany meningealni a parameningealni zanéty
(Pikarsky a kol., 2004). Analyza rybiho mozku ukazala piekrveni kapilar a malych
zil a dale rozpad nervovych vlaken v prodlouzené mise (Miyazaki a kol., 2008).
V kuzi infikovanych ryb se 0 50 % snizil poéet poharkovych bunék produkujicich
hlen (Adamek a kol., 2013).

4.5 Patogeneze CyHV-3

Hlavni vstupni branou viru byly podle prvnich zjisténi zabry (Dishon a kol.,
2005; Gilad a kol., 2004; Pikarsky a kol., 2004). Nov¢jsi experimentalni studie
S pouzitim bioluminiscen¢niho systému in vivo prokazaly, ze hlavnim vstupem viru
do organismu ryby je ktuze (Costes a kol., 2009). Odstranéni kozniho hlenu a
epidermalni 1éze usnadiuji vstup viru do organismu hostitele (Raj a kol., 2011). Po
pocatecni replikaci se virus Sifi do vnitinich tkédni jiz 24 hodin po infekei (Gilad a
kol., 2004). Replikace probiha zejména v zabrech, kizi a ve stievé. Replikace ve
sténé stfevni je zdrojem vylucovani viru do vody spolu s vykaly (Dishon a kol.,
2005). Nedavno byla prokazana infekce CyHV-3 alimentarni cestou pfies
pharyngealni periodontalni sliznici pouzitim krmnych granuli kontaminovanych
virem (Fournier a kol., 2012). Virus se také mize replikovat v ledvinach, slezin¢ a
jatrech (Pikarsky a kol., 2004).
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Zastupci Celedi Herpesviridae se vyznacuji dvémi odlisnymi fazemi biologického
cyklu: lytickou replikaci a latenci. Lyticka replikace je spojena s produkei virovych
Castic, latence spoc¢iva v zachovani virového genomu. Po reaktivaci je latence
vystiidana lytickou replikaci. Latence u celedé¢ Alloherpesviridae doposud nebyla
presvédcive prokazana (llouze a kol., 2010). ZvySujici se pocet dikazi podporuje
existenci latence v pozd¢jsich fazich infekce. Podle Gilada a kol. (2004) byla DNA
CyHV-3 zjisténa v mozku ryb, které prezily primarni infekci a nevykazovaly
klinické ptiznaky, az 1 rok po infekci. Uchii a kol. (2009) uvadi, ze CyHV-3
pretrvaval v divokych populacich kapra obecného 2 roky po odeznéni prvotniho
vzplanuti. Virova DNA v zabrach byla zjisténa u ryb bez pfiznakd onemocnéni, které
ptezily 100 dni primarni infekce a byly udrzovany pfi teploté¢ 20 °C (Bergmann a
Kempter, 2011). Nedavné studie prokazaly pfitomnost viru v bilych krvinkdch a
jinych tkanich (mozek), kde virus zistava ve velmi malém poctu kopii a mize byt
reaktivovan vhodnou (permisivni) teplotou (Eide a kol., 2011; Xu a kol., 2013).
Podle St-Hilaire a kol. (2005) a Eide a kol. (2011) teplota vody reguluje piechod
mezi latenci a lytickou replikaci a umoziuje viru pretrvavat v hostitelské populaci

béhem roku i za nepiiznivych teplot.

5. Vnimavost riuznych druhu ryb viaci KHVD

5.1 Vnimavost kapra obecného (Cyprinus carpio carpio) a koi kapra
(Cyprinus carpio koi) a jejich kiiZencu

Mezi druhy ryb vnimavé ke KHVD zafazuje svétova organizace pro zdravi zvitat
(World Organisation for Animal Health; OIE) pouze kapra obecného, kapra koi a
jejich kiizence. Hedrick a kol. (2006) zaznamenali ptirozenou vnimavost vici
KHVD jen u kapra obecné¢ho a jeho barevné variety kapra koi. Tyto ryby jsou
vnimavé ke KHVD jiz od juvenilnich stadii (Rakus a kol., 2013). Perelberg a kol.
(2003) uvadi vyssi procento vnimavosti U mladSich vékovych kategorii, nez u
adultnich jedinct. U larvalnich stadii kapra obecného a koi kapra doposud nebyla
potvrzena vnimavost vici KHVD (Ito a kol., 2007). Ronsmans a kol. (2014) vSak
pomoci luminiscenéni metody prokazali pfitomnost viru u embryonalniho i
larvélniho stadia.

Izrael$ti vyzkumnici se v prvnich letech vzplanuti koi herpesvirézy na farméch,

zabyvajicich se chovem koi kapra a konzumniho kapra, pokouseli zjistit, zda by
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nebylo mozné snizit mortalitu obsaddek vysazovanim odolnéjSich plemen a kiiZzenci.
Pro prvni testovani odolnosti bylo vybrano domestikovan¢ izraelské plemeno kapra
Dor - 70 (D) a plemeno Nasice (N), dovezené v minulosti z byvalé Jugoslavie. Tato
plemena byla ktizena navzajem a také kazdé jednotlivé s Amurskym sazanem (AS),
k ¢emuz bylo pouzito zmrazené sperma AS, které bylo poskytnuto Vyzkumnym
ustavem rybafskym a hydrobiologickym ve Vodnanech. Pteziti Cistych plemen
dosahovalo 28 % u Dor - 70 a pouze 9 % u plemene NasSice. Ktizenci se Sazanem
vykazovali prikazné vyssi pieziti: D x AS 64 % a N x AS 69 % pieziti (Shapira a
kol., 2005). Podobna studie, ale s vétsim poctem plemen a kiizenct, byla o nékolik
let pozdgji provedena v Ceské republice. Do experimentalnich infekci byla zafazena
plemena a produkéni hybridi kapra obecného, bézné pouzivani v rybni¢ni
akvakultufe CR. | v této praci byl prokazan pozitivni vliv Amurského sazana (difve
Cyprinus carpio haematopterus, nyni Cyprinus rubrofuscus) na odolnost ryb, nebot’
plemena a kiiZenci, ktefi méli ve svém rodokmenu Amurského sazana, vykazovali ve
veétSiné piipadt vyssi preziti, nez plemena a meziplemenni hybridi, ktefi byli
odvozeni pouze od evropského kapra (Cyprinus carpio carpio) (Piackova a kol.,
2013). K podobnym zavéram dosli i britsti a mad’arsti vyzkumnici, kteti v ramci
mezinarodniho projektu EUROCARP testovali odolnost vi¢i KHVD madarskych
plemen kapra a jejich kiizenct s divokymi kapry pochazejicimi z povodi fek Amur a
Dunaj (Dixon a kol., 2009).

Experimentalni infekce kiizencli kapra obecného a koi kapra s jinymi druhy
kaprovitych ryb prokéazaly nejvétsi vnimavost vic¢i KHVD u kiiZencl koi kapra a
karase obecného (kumulativni mortalita 90 %). Mensi vnimavost viaci KHVD
prokazali kiizenci koi kapra a karase zlatétho (kumulativni mortalita 35 %)
(Bergmann a kol., 2010c). Nejvyssi pieziti méli kiizenci mezi kaprem obecnym a

karasem zlatym (kumulativni mortalita 5 %) (Hedrick a kol., 2006).

5.2 Prenos koi herpesviru na ostatni vnimavé druhy ryb

Mnoho experimentalnich studii bylo zaméfeno na ovéfovani moznosti prenosu
KHV na dalsi kaprovit¢é druhy ryb. Prednostn¢ byly infikovany druhy ryb
prichazejici v akvakultufe do realného styku s kaprem obecnym ¢i kaprem koi

(Bergmann a kol., 2010a).

25



Prvni informaci o vnimavosti druhd ryb uvadi Perelberg a kol. (2003), kde byla
zkoumana vnimavost druh@ ryb z30 kapfich farem. Pfenos KHV kohabitaci
S ostatnimi druhy byla prokazana u 72 % kapra obecného po 8 dnech plisobeni viru.
Vysledky této studie prokazaly vétsi vnimavost potéru kapra (mortalita 85 %) ve
veéku 1 - 3 mésice o hmotnosti 2,5 - 6 ¢, nez u starSich ryb nad 1 rok a hmotnosti 230
g (mortalita 56 %). U ostatnich zkoumanych druht, jako jsou amur bily, tolstolobik
bily, a karas zlaty, vnimavost ke KHV v této studii nebyla prokazana.

Ptitomnost virové DNA pomoci PCR byla prokazana u karase zlatého, ktery jevil
i klinické pfiznaky onemocnéni (Bergmann a kol., 2010a). Bergmann a kol. (2009)
uvadi vyskyt virové DNA také u zdvojnatky ,,lvi hlava® a zavojnatky ,,shubunkin®.
V dalgich experimentalnich studiich byla zjisténa ptitomnost DNA koi herpesviru
v tkanich amura bilého (Ctenopharyngodon idella), jelce jesena (Leuciscus idus)
(Bergmann a kol., 2009), jelce proudnika (Leuciscus leuciscus), plotice obecné
(Rutilus rutilus), hrouzka obecného (Gobio gobio), cejna velkého (Abramis brama)
(Kempter a Bergmann., 2007; Kempter a kol., 2012; Fabian a kol., 2013), dale lina
obecného (Tinca tinca) (Kempter a kol., 2012; Radosavljevi¢ a kol., 2012), slunky
obecné (Leucaspius delineatus), parmy obecné (Barbus barbus), ostroretky
st€¢hovavé (Chondrostoma nasus), podoustve fi¢ni (Vimba vimba), karase obecného
(Carassius carassius) (Kempter a Bergmann., 2007; Kempter a kol., 2012),
tolstolobika bilého (Hypophthalmichthys molitrix) (Kempter a kol., 2012;
Radosavljevi¢ a kol., 2012) a perlina ostrobtichého (Scardinius erythrophthalmus)
(Fabian a kol., 2013).

Kempter a kol. (2012) a Radosavljevi¢ a kol. (2012) dale uvadéji nalezy virové
DNA u jelce tlousté (Leuciscus cephalus), karase stiibfitého (Carassius gibelio) a
jezdika obecného (Gymnocephalus cernuus).

Zaveéry experimentalnich testli zaméfenych na nekaprovité druhy ryb prokazaly,
7ze DNA KHV je mozno najit u vranky obecné (Cotus gobio), sekavce pise¢ného
(Cobitis taenia) (Kempter a kol., 2012), stiky obecné (Esox lucius), okouna fi¢niho
(Perca fluviatilis) (Kempter a kol., 2012; Fabian a kol., 2013), sumecka amerického
(Ameiurus nebulosus), koljusky tiiostné (Gasterosteus aculeatus) a candata obecného
(Sander lucioperca) (Fabian a kol., 2013).

Z jeseterovitych ryb byla DNA viru prokdzana u jesetera atlantského (Acipenser
oxyrhynchus) a u jesetera ruského (Acipenser gueldenstaedti), ktery podle Kempter a

kol. (2009) vykazoval i klinické piiznaky onemocnéni. Z akvarijnich ryb byl CyHV-

26



3 detekovan u krunyfovce (Ancistrus sp.) (Bergmann a kol., 2009). U sumce velkého
(Silurus glanis) virova DNA ani ptiznaky KHVD nebyly prokazany (Kempter a
Bergman, 2007). Vysledky testovani pfitomnosti virové DNA zjisténé jednotlivymi

autory jsou pro pichlednost uvedeny v tabulce ¢. 1.

Tab. 1. Piehled kaprovitych i nekaprovitych druhli ryb sefazenych v abecednim potadku,
pritomnost KHV v DNA a piipadna mortalita a klinické pfiznaky u dané¢ho druhu ryby

zasazeného timto virem.

druh DNA mortalita Klinické pfiznaky autor
amur bily netestovano ne ne Perelberg a kol.
(2003)
ano ano ne Bergmann a kol.
(2009)
jelec jesen ano ne ne Bergmann a kol.
(2009)
jelec proudnik ano ne ne Kempter a
Bergmann (2007)
jeseter atlantsky ano ne ne Kempter a kol.
(2009)
jeseter rusky ano ne ano Kempter a kol.
(2009)
karas obecny ano ne ne Radosavljevi¢ a kol.
(2012)
karas zlaty netestovano ne ne Perelberg a kol.
(2003)
ano ne ne Sadler a kol. (2008)
Bergmann a kol.
ano ne ano (2010a)
lin obecny ne ne ano Radosavljevi¢ a kol.
(2012)
podoustev nosak ano ne ne Kempter a
Bergmann (2007)
tlamoun nilsky netestovano ne ne Perelberg a kol.,
(2003)
tolstolobik bily netestovano ne ne Perelberg a kol.
(2003)
ano ne ne Radosavljevi¢ a kol.
(2012)
silver perch netestovano ne ano Perelberg et al.
(Bidyanus bidyanus) (2003)
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5.3 Prenos CyHV-3 z pripadnych vironosi¢ii na vhimavé druhy ryb

Ptitomnost virové DNA ve tkanich ,nevnimavych®“ druhti ryb vyvolava
spekulace o mozné roli téchto ryb jako rezervoarii a prenaseci nakazy. Bylo
provedeno a publikovano nékolik studii zabyvajicich se moznosti infekce vnimavych
druhti ryb kohabitaci s potencialnimi vironosici (Piackova, stni sdéleni).

Schopnost pienosu CyHV-3 na vnimavé ryby byla prokdzana u lina obecného
(Kempter a kol., 2012; Fabian a kol., 2013) a u karase zlatého (Bergmann a kol.,
2010a; El-Matbouli a Soliman, 2011; Radosavljevi¢ a kol., 2012). Mezi dalsi
kaprovité druhy, u kterych byl prokazan pirenos CyHV-3, patii amur bily, tolstolobik
bily, cejn velky, podoustev fiéni (Kempter a kol., 2012), hrouzek obecny a perlin
ostrobtichy (Fabian a kol., 2013).

Z ostatnich druhti byl pfenos viru na vnimavé ryby prokazan u jezdika obecného
(Kempter a kol., 2012) a stiky obecné (Fabian a kol., 2013). Rakus a kol. (2013)
uvadi ve své publikaci druhy ryb, které doposud nebyly testovany na mozZnost
pfenosu viru na vnimavé druhy. Mezi zminéné druhy patii parma obecnd, vranka
obecna, slunka obecnd, ostroretka st¢hovava, jelec jesen, jelec tloust, karas obecny,

jeseter rusky, jeseter atlantsky, sekavec pise¢ny a krunyfovec.

6. Diagnostika koi herpesvirozy

6.1 Diferencialni diagnostika

Na zaklad€ posouzeni epizootologické situace, priibéhu onemocnéni, klinickych
ptiznakt a typickych patologickych zmén lze vyslovit podezfeni na onemocnéni ryb
koi herpesvirdézou (Svobodova a kol., 2007). Diferencidlné diagnosticky je vSak tfeba
vyloucit dal§i onemocnéni kaprovitych ryb, kterd mohou mit podobné klinické
pfiznaky a patologické zmény. V piipadé nekrdz zaberni tkan€ by se mohlo jednat
napiiklad o branchiomykézu (ptivodcem je plisent Branchiomyces sanguinis nebo B.
demigrans), sanguinikolézu (piivodcem je krevni motolice Sanquinicola inermis),
eventudlné masivni invazi ektoparaziti na zabrach (napf. zastupci jednorodych
motolic z rodu Gyrodactylus). Tato onemocnéni by bylo mozZno potvrdit nebo
vylou¢it mikroskopickym vySetfenim kompresniho prepardtu Zaberni tkané

(Piackova, Gstni sdelent).
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Kromé parazitarnich infekci by mohla pfichdzet v ivahu také toxicka nekrdza
zaber, ktera vznika v disledku zvysené koncentrace amoniaku v Krvi ryb. Amoniak
je odpadnim produktem dusikatého metabolismu ryb a je vylu¢ovan z krve do vody
pies zaberni ustroji. Pokud je jeho vyluCovani z n¢jakého diivodu omezeno (vysoké
pH, nahly pokles koncentrace O,, poskozeni zaber, ndhly pokles tepoty vody), stoupa
koncentrace amoniaku Vv krevni plazmé a mize dojit k autointoxikaci amoniakem,
jejimz disledkem jsou nekrotické zmény na zabrach (Svobodova a kol., 2007).

Podobné klinické ptiznaky a patologické zmeény se objevuji také u kapr
nakazenych kaptim edema-virem (Carp Edema Virus; CEV). Tento patogen se
objevil v Evropé teprve Vv poslednich nékolika letech a tu a tam zpusobuje u kapru
onemocnéni velmi podobné koi herpesvirdéze (nekrdzy zaber, enoftalmus, thyny),
pouze s tim rozdilem, ze k jeho propuknuti dochazi pii nizsich teplotach vody (13 -
23 °C), (Haenen a kol., 2013). Toto onemocnéni by bylo mozno vyloucit pouze

virologickym vySetfenim.

6.2 Diagnostické metody

Diagnostika virovych nemoci se opird o n¢kolik metod, které se podle svého
principu daji rozdélit do dvou skupin: 1) pfimy prukaz pivodce, tj. detekce viru nebo
jeho nukleové kyseliny, a 2) nepiimy prikaz pavodce, tj. prikaz specifickych
protilatek (Piackova, ustni sdéleni). K tomu, aby byla diagnéza koi herpesvirdzy
potvrzena, je nezbytny pfimy priikaz plivodce (Svobodova a kol., 2007). Do prvni
skupiny diagnostickych metod lze v pfipad€ koi herpesvirdzy zatadit izolaci viru na
bunécnych liniich, s ndslednym prikazem pfitomnosti virovych ¢astic elektronovou
mikroskopii a v poslednich desetiletich také celou skupinu molekularné biologickych
metod zaloZenych na prikazu specifického useku virového genomu. Do druhé
skupiny patfi imunologické metody zalozené na prukazu specifickych protilatek

Vv krevnim séru ryb (Pia¢kova, stni sd¢leni).

6.2.1 Izolace viru na bunéénych kulturach

Bunécné kultury jsou tvofeny izolovanymi bunkami, které se péstuji v plochych
sklenénych, nebo plastovych lahvich, které se nazyvaji kultivaéni nadoby. Jako
zdroj Zivin pro rast bunck slouzi kultivaéni médium poskytujici bunikkdm optimalni

prostiedi. Kultivacni médium se pfidava do kultivacnich nadob a pravidelné se musi
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vyménovat za nové. Rust bunék na sténé¢ kultivacni naddoby Ize pozorovat pomoci
inverzniho mikroskopu (Kocarek a kol., 2006).

Pisobeni viril v hostitelskych organismech je mozno zjednodusené popsat tak, ze
virus pronikne do bunky, ve sviij prospéch zvrati jeji fyziologické funkce a zahubi ji.
Pfi rozpadu buiky se pak uvolni nové vytvoiené virové Castice. Stejny proces lze
sledovat iv bunécné kultufe infikované virem. Dusledkem pisobeni viru na
hostitelskou buiiku je zde tzv. cytopaticky efekt (CPE). V buné¢né kultuie se muize
projevovat zakulacenim, nebo vakuolizaci bun¢k. V bunéfném monolayeru
(jednotadé vrstvé bunck), na sténé kultivacni naddoby vznikaji plaky, tj. mista, kde
doslo k cytopatickému efektu a tedy k rozpadu bun¢k. Kvantifikace plaki v bunééné
kultufe, tzv. plakova titrace, je metoda slouzici ke stanovovani mnozstvi virovych
castic ve vzorku. Vyslednd koncentrace virovych ¢astic je vyjadiena poctem
plakotvornych jednotek (PFU —, plaque forming units”) na 1 ml virové suspenze
(Strouhalova, 2011).

Izolace viru z tkani infikovanych ryb na buné¢nych kulturach byla prvni metodou
vyuzivanou pro detekci koi herpesviru (Hedrick a kol., 2000; Ronen a kol., 2003).
Pro kultivaci koi herpesviru byla vyuzivana nové vytvotfena bunééna linie z ploutvi
koi kapra (koi fin 1; KF-1). Béhem rustu KF-1 bunék, které byly inkubovany pii
teploté 25 °C, byla provedena inokulace virem pii teploté 20 °C. Kultivace prob&hla
V minimalnim esencidlnim médiu (MEM) s Earlovou soli, doplnéném 10% fetalnim
bovinnim sérem (FBS), 50 IU penicilinu /ml, 50 pg streptomycinu a 2 mM L-
glutaminu. Virus byl izolovan z zaber, sleziny, ledviny, stfeva a jater ryb s ptiznaky
typickymi pro KHVD. Casteény cytopaticky efekt (CPE) byl na bun&enych liniich
ztejmy 7 - 10 dni po inokulaci, uplny CPE byl pozorovan 14 dnd po inokulaci
(Hedrick a kol., 2000). Virus se podatilo vykultivovat pfi teplotach 15 - 25 °C, ale
optimalni rist KHV probéhl pii 23 °C (Hedrick a kol., 2000). Virus byl v buné¢né
kultufe detekovan i pii 10 °C a 14 °C po 7 a 14 dnech, ale jen tésné nad detekénim
limitem. Zadny diikaz o riistu viru nebyl nalezen pfi teploté 30 °C a 37 °C (Gilad a
kol., 2003). Koi herpesvirus lze uspésn¢ kultivovat jen na omezeném poctu
bunéénych linii. PouZivaji se k tomu standardni bunécné linie pochézejici z kapiiho
mozku (Cyprinus Carpio Brain; CCB), bunécné linie z tkani zaber kapra (Cyprinus
Carpio Gill; CCG) a bunécné linie z ploutve kapra (Neukirch a kol., 1999). Podle
Gilad a kol. (2002) neni tato metoda povazovana za spolehlivou pro detekci KHV ze

zaber V dusledku castych bakterialnich kontaminaci zaberni tkané. Izolace Kkoi
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herpesviru na bunéénych liniich neni vzdy UspéSna, proto negativni vysledky
kultivace nejsou z hlediska diagnostiky povazovany za signifikantni. Obrazek ¢. 5

znazoriiuje pocatecni cytopaticky efekt na CCB linii.

Obr. 5. Pocate¢ni cytopaticky efekt CCB linie - modie; bunééna rezidua, kterd se na
tkaniovou kulturu dostala pfi inokulaci virem, nebo jsou to anomalni pierostlé CCB buiky -

cerveng, (foto: Ales Pospichal).

Oh a kol. (2001) kultivovali KHV z ledvin a sleziny uhynulych ryb na riznych
buné¢nych liniich - CHSE (Chinook Salmon Embryo), FHM (Fathead minnow),
EPC (Epitelioma Papulosum Cyprini) a RTG - 2 (Rainbow Trout Gonad - pohlavni
zlazy pstruha duhového). CPE byl pozorovan pouze na bunééné linit FHM 3 - 5 dnli
po inokulaci. Bunky vykazujici CPE, byly zkoumany pomoci -elektronové
mikroskopie. V ultra tenkych fezech infikovanych FHM bunék byly detekovany viru
podobné castice (Pokorova a kol., 2005).

Neukirch a Kunz (2001) kultivovali smésné vzorky sleziny, jater a ledvin na
bunéénych liniich CCB, CCG (Cyprinus Carpio Gill - z kapfich zaber), CAF-2 (Carp
Fin - z kaptich ploutvi) a EPC. Cytopaticky efekt byl pozorovan v CCB a CAF-2
bunécnych liniich 8 az 9 dni po inokulaci. V CCG a EPC bunécnych liniich byl

caste¢ny CPE pozorovan 10 az 11 dnii po inokulaci.
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Podle Hutoran a kol. (2005) byl vyvoj CPE v CCB burikach charakterizovany
zakulacovanim a poté odlupovanim bunék, ziejmy 5 dnd po inokulaci tkanového
homogenatu. V CCG bunkach se CPE vyvinul $esty den po infekci a v EPC bunkach
byla prvni syncytia (soubuni) detekovana po 11 dnech od nao¢kovani, naopak zadny

cytopaticky efekt nebyl pozorovan u FHM a CHSE bun¢k.

6.2.2 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

TEM je elektronovy mikroskop umoziujici pozorovani tenkych preparati do
tloustky 100 nanometra pii vysokém rozliSeni. Detekce virovych ¢astic transmisni
elektronovou mikroskopii se nejevi jako spolehliva diagnosticka metoda a lze ji
pokladat pouze za doplikovou. Nejlepsich vysledka detekce KHV pomoci TEM je
dosazeno pfi odbéru vzorkl riznych stadii infekce postizené populace kapra

obecného (OIE, 2012).

6.2.3 Polymerazova retézova reakce (Polymerase chain reaction; PCR)

PCR byla vynalezena v roce 1985 Kary B. Mullisem. Touto metodou Ize rychle a
vysoce selektivné namnozit urcitou nukleotidovou sekvenci v jakékoliv DNA
(Huldk, 2008). Zakladem pro PCR je vyuziti DNA - polymerazy pro opakované
kopirovani templatové molekuly DNA. Princip spociva v replikaci nukleovych
kyselin, tedy ve tvorbé kopii DNA, ve kterych je genetickd informace pfenesena
Z jedné molekuly do jiné molekuly stejného typu (Alberts a kol., 2006). Podstatou
PCR je pravideln¢ se opakujici enzymova syntéza novych fetézci vybranych useka
dvouretézcové DNA ve sméru 5' — 3' prostiednictvim DNA polymerazy. Dany tsek
nukleotidové sekvence je vymezen spojenim dvou primerti vazicich se na protilehlé
fetézce DNA tak, aby jejich 3' - konce sméfovaly k sob& (Smarda a kol., 2005). Po
pfiddni DNA polymerdzy a nukleotidli nasledné probihd syntéza novych vlaken
(Tellier a kol., 2003). K syntéze nového vlakna DNA se nejcastéji pouziva
termostabilni Taqg DNA polymeraza bakterie Thermus aquaticus, ktera odolava
vysokym teplotam (Smarda a kol., 2005). PCR se provadi v zafizeni zvaném
termocykler (obrazek ¢. 6). Toto zafizeni je vyrobeno tak, aby dokazalo b&¢hem
dochazi k cyklickému opakovani tfi fazi: i) denaturace, ii) pfipojeni primerd a iii)

syntéza novych fetézci DNA (Alberts a kol., 2006).
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Obr. 6. Termocykler, ktery je pro PCR nezbytny (Foto: Ale§ Pospichal).

Pfi denaturaci se DNA v pribéhu 20 - 30 vtefin zahfiva na teplotu 94 - 98 °C.
Diky vysoké teploté dochazi k roztrzeni vodikovych mustkii v molekule DNA a
K rozvolnéni dvousroubovice (Tellier a kol., 2003). Ve druhé fazi se teplota snizi na
50 - 65 °C, coz umoziuje nasednuti primerti na uréitd mista DNA. Poté se navaze
DNA polymeraza na dvouvlaknové tiseky DNA - primer (Alberts a kol., 2006), ¢imz
dochdzi ke tfeti fazi, a to syntéze DNA. Teplota je zavisld na pouzZit¢ DNA
polymeraze. Nejpouzivangj$i Taq polymerdaza ma optimalni teplotu aktivity 75 - 80
°C. V této fazi dochazi k samotné syntéze DNA. Komplementarni vlakno DNA
ptirtsta k ptivodni molekule DNA ve sméru od 5' konce ke 3' konci (Tellier a kol.,
2003). Obvykle se pro namnozeni pouziva 20 - 30 cyklu, pticemz se v kazdém cyklu
mnoZstvi molekul oproti pfedchazejicimu cyklu zdvojnasobi (Smarda a kol., 2005).

V soucasnosti se pro diagnostiku KHV pouzivaji metody zaloZzené na stanoveni
genu thymidin kindzy CyHV-3 v konven¢ni jednokolové (obrazek ¢. 7), nebo
dvoukolové (nested) PCR (obrazek ¢. 8). Vysledny produkt PCR mizZe byt
vizualizovan pomoci elektroforézy v gelu. Tyto PCR slouzi ke kvalitativnimu
stanoveni pfitomnosti deoxyribonukleové kyseliny (DNA) koi herpesviru ve
vySetifovanych vzorcich rybich tkani. Tato PCR (konvencni ¢i nested) vyuziva
primery navrzené na Cast genu, ktery kéduje enzym thymidin kinazu (TK), jenz

CyHV-3 sdili i s ostatnimi zastupci ¢eledi Alloherpesviridae (CyHV-1 a CyHV-2) a
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snimiz je CyHV-3 geneticky piibuzny (Ilouze a kol., 2006; Bergmann a kol.,
2010c).

Primery pro detekci KHV byly publikovany témito autory: Gilad a kol. (2002),
Gray a kol (2002), Hutoran a kol. (2005), Yuasa a kol. (2005), Bercovier a kol.
(2005) a Bergmann a kol. (2006). Citlivost PCR s vyuzitim riznych primert se mtze
lisit, coz dokazuje studie Bergmanna a kol. (2010a), viz tabulka ¢. 3. Jako ,,zlaty
stted* se osvédcilo pouziti primer navrzenych na sekvenci genu thimidinkinazy od
Bercoviera a kol. (2005), které jsou doporucovany a zminovany v Manualu
spolec¢nosti CEFAS (The Centre for Enviroment, Fisheries and Aquaculture Science)
z 1. 2007, ktery je zdkladem pro metodiky PCR vyuzivané referenénimi laboratoremi
jednotlivych stati EU. Tyto primery byly navic modifikovany D. Stonem (zminéno v
protokolu pro diagnostiku CyHV-3 distribuovanou CEFASem) wvnitini sadou
primert, ¢imz byl polozen zaklad pro jesté¢ citlivéjsi nested PCR, ktera je
V soucasnosti nejpreferovanéjsi diagnostickou metodou ve vSech narodnich
referencnich laboratofich. Konkrétni sekvence primert jednotlivych autort uvadi

tabulka ¢&. 2.

Tab. 2. Primerové pary pouzité pro detekci CyHV-3, sekvence primert je od ( 5°-3"), data
prevzata od Pokorové a kol. (2010).

Autofi primer(i Sekvence F Sekvence R Velikost
amplikonu

Bercovier a kol., (2005) | GGG TTACCT GTACGAG CAC CCA GTA GAT TAT GC 409 bp

Gilad a kol., (2002) GAC GAC GCC GGA GAC CACAAGTTCAGT CTGTTC 484 bp
CTT GTG CTC AAC

Yuasa a kol., (2005) GAC ACC ACATCT GCA GAC ACA TGT TAC AAT GGT 290 bp

AGG AG cee
Bergmann a kol., CTC GCC GAG CAG AGG TCATGC TCT CCG AGG CCA 392 bp
(2006) AAG CGC GCGG
CEFAS(nepublikovano) CGT CTG GAG GAA TAC ACC GTA CAG CTC GTACTG 348 bp
GACG G
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400 bp

100 bp

Obr. 7. Konven¢ni PCR - vné&jsi primery podle Bercovier a kol. (2005), MM = molekularni
marker (Truckit TM1kb Plus DNA Ladder), prouzek 1 = pozitivni kontrola, prouzek 2 =
negativni kontrola, prouzek 3 = zkoumany vzorek, velikost finalniho amplikonu = (409 bp)

(podle Novotny a kol., 2010).

400 bp

100 bp

Obr. 8. Nested PCR - vnitini primery podle D. Stone (CEFAS), MM = molekularni marker
(Truckit TM1kb Plus DNA Ladder), prouzek 1 = pozitivni kontrola, prouzek 2 = negativni
kontrola, prouzek 3 = zkoumany vzorek, velikost finalniho amplikonu = (348bp). (podle
Novotny a kol., 2010).
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Tab. 3. Vysledky PCR vysetieni vzorka tkani z 18 kaprt s pouzitim riznych primert -

porovnani citlivosti (podle Bergmann a kol., 2010b)

Pozitivni | Negativni

Reference (pouzité primery) vysledky | vysledky
Gilad a kol., (2002) 0 18
Bergmann a kol., (2006) 12 6
Bercovier a kol., (2005) 0 18

Nested Bercovier PCR

(CEFAS, nepublikovano) . Y
Loopamp” (Bergmann a kol., 2010b) 0 18
PCR (Bergmann a kol., 2010b) 18 0

6.2.4 TagMan Real-time PCR

Kromé konvenéni PCR a nested PCR, které detekuji CyHV-3 ve tkédnich ryb
pouze kvalitativné, se mizeme v diagnostice koi herpesvirdzy setkat i s kvantitativni
PCR (gPCR; Real-time PCR). Hydrolyza¢ni sondy, bézné znamé pod nazvem
TagMan, jsou oligonukleotidy s fluoroforem na 5' - konci a zhase¢em na 3' - konci a
Vv soucasné dob¢& patii k nejpouzivangj$im metodam pro detekci PCR produktu
béhem qPCR (Bustin, 2004).

Tato vysoce citlivdA metoda umoziuje detekovat PCR produkt jiz v pribchu
reakce. Je vyuZivana pro studium genové exprese a k diagnostice patogend.
Principem metody je detekce a kvantifikace fluorescencniho materialu, ktery je
produkovany pii syntéze PCR produktu v light - cycleru. Jedna se o termocykler se
zabudovanym fluorimetrem, tedy 0 pfistroj, ktery mimo cyklického stiidani teplot
umoziuje detekci fluorescence a jeji monitorovani béhem PCR (Smarda a kol.,
2005).

Pomoci gPCR je mozno provést detekci a kvantitativni zhodnoceni i velmi
nizkého poctu cilovych molekul DNA (Clementi, 2000; Mackay a kol., 2002).
Metoda nabizi stejnou troven detekce jako vétSina konvenc¢nich metod PCR, ale
vyvaruje se nebezpeéi kontaminace tim, Ze minimalizuje manipulaci Se vzorky
béhem ptipravy a cyklického procesu (Gilad a kol., 2004). Tato metoda dokaze urcit
ptesnou koncentraci viru ve vysetfovaném vzorku (Gilad a kol., 2004; Getchell a

Bowser, 2011).
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6.2.5 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Tato technika ,,smyckoveé zprostfedkované” isotermické amplifikace byla
publikovana v roce 2000 a je ve svém principu podobna PCR. Rozdil oproti PCR
spoc¢iva v tom, ze vyuziva po celou dobu amplifikace konstantni teplotu - cca 65 °C
(odpadéd tedy nutnost pouzivat termocyklér) a set Ctyi specialné designovanych
primerti rozpozndvajicich celkem Sest rozdilnych sekvenci templatové DNA, coz
zajiStuje vysokou citlivost této techniky (Notomi a kol., 2000).

Podobné jako u vySe zminéné PCR, tak i zde byly navrzeny primery specidlné
pro gen thymidinkinazy (Gunimaladevi a kol., 2004), ¢imz se podafilo ziskat
alternativu k PCR o srovnatelné citlivosti, vhodnou pro béznou rutinni diagnostiku
(Pokorova a kol., 2005). Zobrazeni kone¢ného produktu amplifikace je provadéno
podobné jako u PCR na agarézovém gelu - obrazek ¢. 9 (Soliman a El-Matbouli,
2005; Kalvatchev a kol.,, 2010), avSak né€ktefi autofi pouzivajici tuto techniku
v diagnostice KHV vyuzivali k vyhodnocovani vysledki reakce i sledovanim
amplifikace v ,,redlném case™ pozorovanim zakalu reakéni smési difosforecnanem
hotecnatym jakozto vedlejSim produktem amplifikace (Yoshino a kol., 2009), jehoz
mnozstvi je imérné amplifikovanému produktu (Kalvatchev a kol., 2010). Soliman a
El-Matbouli (2005) dosahli vizualizace produktu amplifikace piidanim barviva
SYBR Green I do reakéni smési, ¢imz doSlo ke zméné pivodniho oranzového
zbarveni (pfed amplifikaci) na zelené (diikaz pfitomnosti amplifikatu - obrazek ¢&.
10). Bylo dokézéno, Ze tato technika mlize detekovat DNA s podobnou citlivosti jako
PCR s primery podle Gilada a kol. (2002) ¢i Graye a kol. (2002) (Soliman a El-
Matbouli, 2005).

Tato metoda m& mnoho vyhod — je relativné dostupnd, rychld (celkova doba
detekce je 60 minut) a navzdory své jednoduchosti i pfesna a umoZiluje vyuziti v
terénu (Soliman a El-Matbouli, 2005; Kalvatchev a kol., 2010), aviak v Ceské
republice se pro detekci CyHV-3 zatim nepouziva.
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Obr. 9. Agarozovy gel, ktery ukazuje ¢asovy prubéh amplifikace KHV DNA pomoci LAMP
testu. Test se provadi pii teploté 65 °C po dobu trvani 10 - 60 minut. (podle Soliman a El
Matbouli, 2005).

Obr. 10. Vizualni detekce KHV produkti pomoci barviva SYBR Green |, 1: negativni
LAMP reakce zistala oranzova, 2: Pozitivni LAMP reakce zezelenala (podle Soliman a El-
Matbouli, 2005).

6.2.6 ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

Tato metoda se zakldda na vazebné reakci mezi protilatkou a antigenem, pfi¢emz
na jednu z téchto slozek je navazan vhodny enzym. Tento enzym, ktery je vazany
kovalentni vazbou, pilisobi na ptidany substrat. Vysledkem je barevna reakce, ktera
slouzi jako zaklad pro hodnoceni vysledkt. Vyhodnoceni je vizualni, nebo
spektrofotometrické. Prvni zvetejnéna metoda pro rychlejsi diagnozu KHV antigenu
byla vyvinuta v Izraeli pro detekci CyHV-3 z rybich exkrementt. Tato metoda je
jednoduché a casové nenarocna, avSak ma nizkou citlivost a je vhodna pouze pro
detekci pokrocilejSich fazi onemocnéni (kde se ofekava vyssi mnozstvi virovych
partikuli), ale neni vhodna pro depistaz KHV v klinicky zdravé populaci ryb (Dishon
a kol., 2005). Vysetteni vzorkl probiha béhem nékolika hodin.
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Metodu ELISA je mozno pouzit i k detekci specifickych protilatek proti CyHV-3
v krevnim séru ryb. Podle Pokorové a kol. (2005) se vSak tato nepiima metoda jako

primarni diagnosticky nastroj pro detekci KHV nepouziva.

7. Prevence koi herpesvirozy

7.1 Karanténa

Diilezité preventivni opatfeni k zabrané zavle¢eni CyHV-3 do zdravé populace je
karantenizace dovezenych ryb (Ronen a kol.,, 2003). Karanténni nadrz by méla
obsahovat vlastni zdroj vody. Odtokova voda nesmi proudit do ostatnich nadrzi
rybochovného zatfizeni. V dob¢, kdy jsou ryby v karanténni nadrzi, se provadéji
diagnostické testy a jsou odebirdny vzorky ryb pro vySetieni na CyHV-3. Karanténni
¢1 izolacni nadrze jsou specialni, obvykle mensi rybniky, do kterych umistujeme
dovezené ryby na stanovenou pozorovaci dobu (Svobodova, 2007). Piackova a kol.
(2015) uvadi délku karantény minimalné 3 tydny pfi teploté vody 24 °C. Nad
pribéhem karantény by mél dohliZzet veterindrni 1ékaf, ktery také rozhoduje o
ukonceni karanténni doby. Béhem této periody disledné pozorujeme zdravotni stav a

ptipadné atypické chovani obsadky (Svobodova a kol., 2007).

7.2 Desinfekce

Dalsi prevenci proti zavleceni a rozsiteni koi herpesvirdzy je disledna desinfekce
veskerého naradi, pomlcek a nadob, které pouZivame v rybochovném zafizeni
(Stéch, 2007). Mezi dillezité desinfekéni prostiedky patfi UV zafeni, které spolehlivé
likviduje virus v davece 4,0 x 10° pWs.cm™. Pasobeni teploty vyssi nez 50 °C po
dobu 1 minuty je také u¢inné. Pro rybatskou praxi jsou nejsnaze dostupné piipravky
na bazi chloru. Pusobeni téchto desinfekénich prostiedkt po dobu 20 - 30 min.
Vv koncentraci, kterd zaruc¢i 3 mg aktivniho chloru.l™, Ize povaZzovat za dostacujici pro
kompletni inaktivaci viru. Pro desinfekci zatizeni se také pouzivaji kvarterni
amoniové slou¢eniny (KAS). KAS jsou Setrnéjsi k sitovinam, nez slou¢eniny chloru.
Nejcasteji pouzivanou ucinnou latkou z této skupiny je benzalkonium chlorid. Tato
latka je pro likvidaci CyHV-3 G¢inna v koncentracich od 60 mg.I'l (Kasai a kol.,
2005). V nékterych zemich se v rybafstvi pouziva ptipravek Roccal-D Plus® (Noga,

2010) (u nas se vSak nepouzivd). Dvacetiminutové pusobeni desinfek¢énich
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prostiedkii na bazi jédu (napf. jodoform v koncentraci 200 mg.I") nebo 30%
etylalkoholu je také pro inaktivaci viru dostacujici (Kasai a kol., 2005).

7.3 Prirozena imunizace ryb

Kratce po identifikaci KHV byl v Izraeli vyvinut originalni protokol (postup)
pfirozené imunizace kapria. Tento protokol vyuziva skuteCnost, ze virus vyvolava
smrtelné infekce pouze v urcitych teplotach, a to mezi 18 °C az 28 °C. Imunizace
spo¢iva v tom, Ze zdravy kapti plidek je kohabitovan s nemocnymi rybami pfti
teploté 22 - 23 °C po dobu 3 - 5 dni. Nasledné jsou ryby ptesazeny do rybnikt
s teplotou vody nad 30 °C. Zde jsou chovany 25 - 30 dni. V pribéhu této periody se
Vjejich teéle vytvaii protilatky chranici organismus pii dalSim kontaktu s KHV
(Ronen a kol., 2003). Nevyhodou pfirozené imunizace kapra jsou vysoké naklady na
energii potiebnou ke zvySeni teploty a také fakt, Ze ackoliv 60 % obsadky prezZije
dalsi vzplanuti infekce, z ptezivSich jedincli se stidvaji latentni nosi¢i viru

predstavujici potencialni zdroj sekundarni infekce (Rakus a kol., 2013).

7.4 Vakcinace

Ronen a kol. (2003) a Perelberg a kol. (2005) ve svych publikacich uvadi
moznost pouZziti Zivého oslabeného viru k vakcinaci kaprti. Virus je v tomto pripadé
oslaben mnohonasobnym pasaZovanim na bunécnych liniich a diky plsobeni UV
zatfeni je jeho virulence jest¢ zmirnéna. Tuto vakcinu s ndzvem KV3 vyrabi firma
KoVax v Izraeli. Vakcina byla oficialné¢ povolena pro nouzové pouziti v lzraeli a
byla Siroce pouZivand v chovech kapri po celé zemi. Diky aplikaci vakciny
v chovech kaprt v Izraeli béhem let 2003 - 2007 doslo ke zvySeni produkce z 8000 t
z roku 2003 bez pouziti vakcin, na 16 000 t v roce 2007. Nevyhodou tohoto zptisobu
imunizace je, Ze oslabeny virus si ¢ast své virulence zachovdva a miZze byt pro
nékteré vakcinované ryby, zejména pludek letalni (Perelberg a kol., 2008). Preto a
kol. (2013) dokonce uvadi ptipad nakazeni naivnich ryb od vakcinovanych.

Vysledky studii v Japonsku prokazaly, Zze alimentarni podani vakciny na bazi
lipozomi, obsahujici deaktivovany virus KHV, mize také zajistit ochranu chovi

kapra pted infekci KHV (Ilouze a kol., 2010; Yasumoto a kol., 2006).
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Piackova a kol. (2015) se vSak zmifiuji, Ze v soucasné dob& neni v Ceské
republice registrovana zadna vakcina proti KHV, tudiz pouziti jakykoliv vakcin proti

KHV by bylo v rozporu s platnou legislativou.

8. Koi herpesviroza z pohledu legislativy

Koi herpesvirdéza (KHVD) je podle ,,Smérnice rady 2006 /88 / ES ze dne 24. tijna
2006 o veterinarnich pozadavcich na zivocichy pochazejici z akvakultury a produkty
akvakultury a o prevenci a tlumeni nékterych ndkaz vodnich Zivocicht* (dale jen
Smérnice EU) zarazena na evropsky seznam neexotickych nakaz, které podléhaji
hlaseni, spolu sinfekéni nekrézou krvetvorné tkané (IHN), nakazlivou
chudokrevnosti lososti (ISA) a virovou hemoragickou septikémii (VHS).

V roce 2008 byla Smérnice EU implementovana do ¢eské legislativy a KHVD
byla pfidana na seznam neexotickych nakaz ryb povinnych hlasenim, ktery je jednou
z ptiloh zékona €. 166/1999 Sb., o veterinarni péci a o zméné€ n&kterych souvisejicich
zakond (veterinarniho zakona), ve znéni pozd¢jSich predpisii. Statni veterindrni
sprava CR zahdjila po uvedeni KHVD na seznam neexotickych nakaz monitoring
vyskytu KHV v chovech ryb v Ceské republice. Vzorky ryb jsou odebirany
inspektory SVS CR a nésledn& vysetiovany v laboratofich Statnich veterinarnich
ustavi. V ptipadé pozitivniho nélezu jsou zasilany k potvrzeni do Néarodni referencni
laboratofe pro virové nemoci ryb, ktera je soucasti Vyzkumného tstavu veterinarniho
1€katstvi v Brné¢ — Medlankéch.

Podle ptilohy ¢. 3, ¢asti II vyhlasky ¢. 290/2008 Sb., se KHVD vysetiuje u
sensitivnich druhti ryb, tedy v chovech kapra obecného, kapra obecného koi a jejich
ktizenct. Povinnost a postup odbéru vzorkil vyplyva z Metodiky kontroly zdravi a
nafizené vakcinace pro dany kalendaini rok. Statni veterinarni sprava tuto metodiku
vydava kazdy rok a je voln& dostupna na strankach Ministerstva zemédélstvi Ceské
republiky.

Chovy kapra v Ceské republice v ramci kategorizace vychazejici ze Smérnice EU
spadaji do kategorie III, coz jsou chovy se zdravotnim statusem nedefinovanym. To
znamena, ze chovy ¢i oblasti nejsou zamotené, ale také nejsou zatrazeny do programu
k ziskani statusu chovu, ¢i oblasti prosté nakazy. Podle soucasné legislativy probiha
Vv téchto chovech aktivni dozor, v€etné odbérli vzorkll. VySetieni na koi herpesvirdzu

je provadéno jednou roéné na celém tizemi Ceské republiky. Na vybranych
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hospodaistvi se vybere 30 kusti kapra obecného v kategoriich K1 a K2. Odbér
vzorku probiha od ¢ervna do zaii (dle zakona ¢. 166/1999 Sb.).

Povinnosti a postup chovateli a KVS SVS (Krajské veterinarni spravy Statni
veterinarni spravy) pii podezieni na vyskyt a pii potvrzeni vyskytu KHVD jsou

uvedeny v Zakonu ¢&. 166/1999 Sb. o veterinarni péci (veterinarni zakon) a ve
vyhlasce ¢. 290/2008 Sb.
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9. Zavér

Koi herpesviréza je nebezpecné virové onemocnéni, které poprvé vzplanulo
v lzraeli roku 1998. V pribéhu sedmnacti let se ndkaza diky vystavam a
mezinarodnim obchodiim s rybami rozsitila témet do celého svéta a zplsobila thyn
mnoha tun konzumnich i okrasnych kaprii a znacné ekonomické ztraty pocitané na
desitky milionti dolart.

K druhtim ryb vnimavym k tomuto onemocnéni zafazuje Mezinarodni organizace
pro zdravi zvitat (OIE) pouze kapra obecného, kapra koi a jejich kiizence. Nékteré
experimentalni studie byly zaméfeny na snizeni mortality obsadek vysazovanim
odolngjsich plemen a kiiZzenct kapra. Vysledky studii prokéazaly vyssi odolnost viici
KHV u kfiZzenct s Amurskym sazanem (Cyprinus rubrofuscus) oproti plementim a
meziplemennym hybridtm, kteti byli odvozeni od kapra obecného (Cyprinus carpio
carpio). Experimentalni infekce kiiZzenci kapra obecného a koi kapra s jinymi druhy
kaprovitych ryb prokéazaly nejvétsi vnimavost via¢i KHVD u kiizencl koi kapra a
karase obecného. Mensi vnimavost viici KHVD prokézali kiizenci koi kapra a karase
zlatého a nejvyssi preziti méli kiizenci mezi kaprem obecnym a karasem zlatym.

Mezi potencidlni asymptomatické pienaSeCe a zaroven hospodaisky vyznamné
druhy ryb, které jsou schopné piendset CyHV-3 na vnimavé druhy, zatazujeme lina
obecného, karase zlatého, amura bilého a tolstolobika bilého. Nékteré druhy ryb
(Jeseter rusky a karas zlaty) pfi experimentalnich infekcich vykazovali i1 klinické
pfiznaky onemocnéni.

Po zafazeni koi herpesvirdzy na seznam neexotickych ndkaz podléhajicich
hlaseni, mé chovatel povinnost v pfipadé¢ podezieni z ndkazy uvédomit Krajskou
veterinarni spravu Statni veterindrni spravy. Je mozné, Ze n¢kteii chovatelé se snazi
vyhybat nepiijemnostem, které jsou spojené s ohlaSenim ndkazy a s ndslednymi
pfedbéZznymi a zdolavacimi opatfenimi. Dochazi tedy k likvidaci uhynulych ryb bez
uvédoméni Statni veterindrni spravy. Tento nespravny pfistup chovatelll ptfispiva
Kk rozsifeni onemocnéni do mist prostych této nakazy, zkresluje informace o
nakazové situaci a snizuje divéryhodnost naSich ryb na mezindrodnim trhu.
Chovatelé by tedy méli pfi kazdém nakupu ryb ze zahrani¢i pozadovat osvédceni o
vySetfeni ryb na KHV a prohldSeni o tom, ze u dovezenych ryb neprob&hla

vakcinace.
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V soucasné dobé je toto onemocnéni predmeétem mnohych studii. Zkoumaji se
dalsi potencialni prenase¢i CyHV-3, jsou vyvijeny a zdokonalovany diagnostické
metody K potvrzeni nakazy, vyvijeji se vakciny a hledaji se dals$i mozZnosti zajisténi
ochrany chovii ptfed infekci KHV.

Kontrola importovanych a exportovanych ryb, monitoring vyskytu onemocnéni a
zodpovédny piistup chovateli mohou zabranit tradicnimu ¢eskému rybnikéistvi od
masivniho thynu ryb zptsobeného touto infekéni nakazou, ktera jiz postihla fadu

zemi po celém svéte.
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Abstrakt

Vnimavost jednotlivych druhii ryb ke koi herpesviroze - prehledova
studie

Koi herpesviroza (KHVD) je nebezpeéné virové onemocnéni, které poprvé
vzplanulo v lzraeli roku 1998. V prub¢hu 17 ti let se nakaza diky vystavam a
mezinarodnim obchodiim s rybami rozsitila téméf do celého svéta a zptsobila tthyn
mnoha tun konzumnich i okrasnych kaprti a zna¢né ekonomické ztraty pocitané na
desitky milioni dolarti. Evropskd unie zatradila koi herpesvirozu vzhledem k jeji
nebezpecnosti na seznam neexotickych nédkaz. Od roku 2008 povinnost hlaSeni z této
nakazy plati i v Ceské republice. Za ptivodce onemocnéni je povazovan koi
herpesvirus, zatazeny do systému vird jako Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3). Za
hlavni druhy ryb vnimavé ke KHVD jsou povazovani koi kapr (Cyprinus carpio koi)
a kapr obecny (Cyprinus carpio carpio). Bylo vsak prokazano, ze virus muze byt
detekovan i ve tkanich jinych druhd ryb a u nékterych z nich se mohou dokonce
projevit i klinické pfiznaky. Je pravdépodobné, ze tyto druhy ryb by mohly
v akvakultufe hrat roli vironosi¢l a u nékterych druhli byla tato skutecnost
v experimentalnich podminkach jiz prokézéna.

Vzhledem k tomu, Ze koi herpesvirdzu nelze 1é¢it a v Ceské republice neni
nakazy. Hromadnym thyniim ryb zptisobenym KHVD je tifeba predchazet kontrolou
dovazenych a vyvéazenych ryb, monitoringem vyskytu ndkazy a zodpovédnym
piistupem ze strany chovateld. Cilem této prace bylo formou piehledové studie
sumarizovat dostupné informace o koi herpesviréze a o vnimavosti riznych druhti

ryb k tomuto nebezpecnému infekénimu onemocnéni.

Kli¢ova slova: CyHV-3, KHV, kapr obecny, kapr obecny koi, kfizenci, mortalita,
nakaza, diagnostické metody

61



Abstract

Susceptibility of Individual Fish Species to Koi Herpes Viral Disease
- a research study

Koi herpes viral disease (hereinafter referred to as “KHVD”) is a dangerous viral
disease, outbreak of which was recorded in Israel in 1998 for the first time. Due to
exhibitions and international fish trade it spread almost to the whole world in the
course of the next 17 years and it caused a loss of many tonnes of both breed and
consumption carp as well as it inflicted significant economic losses calculated in the
tens millions of dollars. The European Union has added the koi herpes viral disease,
due to its hazards, to the list of non-exotic diseases. Since 2008 there is a duty to
report this infection in the Czech Republic as well.

Koi herpes virus classified in the system of viruses as Cyprinid herpesvirus 3
(CyHV-3) is considered the infective agent. Koi carp (Cyprinus carpio koi) and
common carp (Cyprinus carpio carpio) are considered the main species susceptible
to KHVD. However, it has been proved that the virus may be also detected in tissues
of other fish species and in some of them clinical symptoms may appear. It is of
high degree of probability that such fish species may play the role of viral
communicants and this presumption has already been proved in some species in
experimental conditions.

With a view to the fact that koi herpes viral disease is incurable and application
of a vaccine is impossible in the Czech Republic, for protection of fish breeding it is
crucial to prevent bringing the disease in the territory. Mass fish perish caused by
KHVD shall be prevented by strict inspection processes of the imported and exported
fish, monitoring of the disease spread and responsible breeders’ approach.

The major objective of this work was to summarise available information about
koi herpes viral disease and susceptibility of the individual fish species to this

dangerous viral infectious disease in a form of a research study.

Key words: CyHV-3, KHV, common carp, koi carp, cross-breeds, mortality,
infection, diagnostic methods
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