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Uvod- _ -

Infekcni nekréza pankreatu /IPN/ je akutnf, vysoce
kontagidzni onemocnénif, vyskytujfci se predevéim u mladych
lososovitych ryb odchovdvanych ve vysokych koncentracich.
Poprvé bylo toto onemocnéni popsdno v 50, letech u sivena

~amerického v USA. Po zavedeni{ buné&&nych kultur i do studia

infek&nich onemocn&ni ryb se podafilo prokdzat virovou
podstatu onemocnénf., Infek&nf nekrdza pankreatu byla pozdé&-
ji diagnostikovdna v dal$ich zemfch. U nds bylo toto one-
mocnénf poprvé exéktné prokdzdno izolacf viru IPN v roce,
1983, . . ' '
Diagnostika onemocnéni\je zaloZena na zhodnoceni kli-
nickych a patomorfologickych p¥fznakd u nemocnych ryb, pre-

_ dev8fm v8ak na laboratornim potvrzenf vyskytu viru IPN.

To spo&ivd bud v pfimé izolaci viru na vnfmavych rybfch
bun&&nych kulturdch nebo na pritkazu viru imunofluorescen-
&nfm /IF/ &i enzymoimunologickym /ELISA/ testem, prikazu
viru v elektronovém mikroskopu, pffpadné& na detekci spe-
cifickych antivirovych protildtek.

Na vybracovéni metod diagnostiky a prevence infek¥nf
nekrézy pankreatu se pod koordinac{ MvDr. Z. PospfZila, CSc.
a MVDr. J. Tomdnka, CSc. z Vyzkumného dstavu veterindrniho

.léka¥stv{ v Brn& podfleli: MVDr. M. Hornich, CSc., MVDr. L.

Roddk, CSc., MVDr. L, Valf&ek, CSc., MVDr. T. Obr /viichni
VﬁVeL Brno/, MVDr. J. ZajfEek /inspektor St&tnf{ veterindrnf
sprévy pro ryby, Ceské Buddjovice/,

i
~

2. Vnimavost k infeket:

AfVirus'infekéni nekrdzy pankreatu vyvoldvd typické
pfizhaky onemocnéni{ §fedeV§£m u lososovitych ryb. V nasem
zemépisném pdsmu z nich p¥ichdzf{ v dvahu -zejména pstruh
duhovy, nsfruh obecny, siven americky, siven alpsky a dal-
81 lososovité .ryby. U nds byl virus IPN doposud izolovén

Lz pstruha duhového a sivena amerického z um&lého chovu

a,u pstruha obecného a llpana podhorniho z volnych vod.
Jiné -druhy ryb a pripadné i mékkysi mohou byt k infekci




o i

virem IPN rovnéz vnimavé ke’ klinickému onemocnéni u nich
v8ak nedochdzf. Virus IPN byl prokdzdn dokonce i u ptékﬁ ' 5
a nékterych savcﬁ. Vyznam viru IPN pro tyto netvpické hosti—

tele nenf dostateéné objasnén, jeho p¥ftomnost u nich v§ak ; ™
miZe hrdt zdvaZnou roli §£reni, pripadné v pretrvévéni ‘ : /
infekce. : e

'VEk hostitele je zvléé{é'u“IPN‘jéanm z fdzhodujiéich~ }
faktord pro vznik onemocn¥n{. Nejvnimavéjéi k viru IPN. jsou l
lososovité ryby ne3mlad§£ vékové kategorie. S narﬁstajicim
vékem vnimavost k viru IPN postupné klesd; takZe’ po dosa—" l
Zen{ 5 - 6 mésfcl jsou lososovité ryby k této’ infekei
natolik re21stentni Ze klinicky neonemocni. Staréi ryby
mohou byt! sice 1nfikovény, ale klinick4 forma onemocneni
se u nich nevyvine ani po intraperitoneélni apllkaci viru: -
Dospélé ryby, které infekci dffve’ prodelaly, nebo
ptijdou a% v pozdejsim Veku do styku s'virem,. zﬁsﬁévaji
vét¥inou vironosidi a¥ do 'konce Zivota. Vironosi&stv{ = Fal <
dospelych ryb predstavuje jeden z hlavnich epizootologic-
kych problémi’ infek&nf nekrozy pankreatu. :

3. Ettologze =R il R A

Pﬁvodcem infekéni nekrozv pankreatu je virus, kteri
byl Zpocétku Fazen na zdkladé morfologlckych vlastnosti
mezi reoviry, pozdeji kdy byly poznény jehOrblochemlcké
a biofyzikélni vlastnosti byl zafazen do celedi "blrna—
viridae". T ' N : =

Virus IPN md v negaﬁivné baivenfch preparétech iko~- . ‘y.ﬁ
sahedrdln{ symetrii s 92 kapsomérami a prﬁmer od 60 do ¢
65 nm. Virus nemd obal, coZ podminuje jeho vysokou stabl—'
litu a odolnost buci zevn{mu prost¥edf. Vlrlon obsahuje
dvouvlgknitou RNK, md sedlmentacni konstantu 430 - 440 S,
molekulovou vZhu 55 b4 10 daltonﬁ a- hustotu 14 32 -1, 33

“ly csei. '

U viru IPN se pivodn& rleiéovaiy 3 zékladhi Subp§py:

g.ml”
severocamericky primoizoldt VR 299 a evropské 'izoldty Sp _
a Ab, nyn{ se u ka¥dého subtypu uddvajf je¥t& dalsf &len¥nf.
" 7 ‘epizootologického hlediska majf v Evrop& nejvétif -
vyznam 2 nejdastdji’ se vyskytujict, sérologicky‘odl}éné



sérotypy Sp a Ab. Subtyp Sp vyvolévé u plidku pstruha’ duho-
vého vy§§i mortalitu, .zatfmco po infekci subtypem Ab md
infekce mirn&j¥{ pribé&h. " Pro_experimentélni posouzen{ vi-
rulencé viru IPN je dileZity poznatek, Ze i po felativﬂé
n{zkém poétu pasd?{ na bunéénych kulturdch se virus. stévé
pro pstruZf{ plidek avirulentnfim, ‘

¢ . Na vznik a §f¥en{ infekce m& vyznamny vliv i otdzka
stability viru.-Virus IPN je. nejstabilnejéim z doposud
zndmych rybfch vird. Ve vods 10 ¢ teplé zistdvd aktivni

- vice neZ 231 dnil. -V bahné p¥i teploté& 4 °c a pH 7,6 vice
~ neZ 210 dnd. Vyschnutf{ mu také pffli3 neSkod{ a aktivni

je. v rozmezf teplot od 4 do 20 °C jeit& za 4 tydny. Médlo
d&inné je také kyselé prostfed{ - virus IPN p¥eZivd pH
3,0 po 3 h, avS8ak-alkalické prostfedf{ je pro néj nevhodné.

‘Dvouprocentn{ NaOH inaktivuje virus b&hem 5 - 10 minut.

Ny

- 4. Vanik onemoenént a jeho prubEh:

. Virus IPN se dostdvd do vodnfho prost¥edf zvl4its

‘ vykaly- a mo&{ z nemocnych ryb anebo z ryb, které ndkazu

prekonaly a stdvajf{ se vironosi¢i. Zdrojem mohou byt i vy-
kaly rybo¥ravych pt#kli, kte¥f{ ulovili nemocné ryby, ddle
plaﬁkton,'bentps a rybolovné pomticky. : .
Zv14$té& vyznamnym faktorem pfi vzniku IPN miiZe byt
samotny - vitér generaénich rvb - vironosiéﬁ Cesta prenosu
infekce z ‘rodidt na potomstvo byla u ryb potvrzena teprve
neddvno a detailné byla studovdna prdvé u infekén{ nekré-
zy pankreatu. Bylo prokdzdno, Ze jak jikry a ovaridlnf{
tekutina,. tak-sperma infikovanych pstruhd obsahujf virus
IPN; k%ery miZe p¥{fmo infikovat potomstvo.-Dosud vSak
nebylo definitivné objasnéno, zda je virus lokalizovén uvnit¥
jikry nebo na jejfm povrchu. Préce vypracované na rastro-

‘vacim mikroskopu v¥ak spfSe nasvédujf tomu, ¥e ' je virus

. IPN lokalizovdn na povrchu a Ze se dovnit¥ dostévé pEi
"tvrdnuti“ obalu jikry po-oplozent.:

PEi vy§etrovéni v ohnisku ‘IPN byl prokézén virus
z Jlker pstruha duhového ‘2 dny po oplozen{, Z'nivych,
i odumfelych jiker ve stadiu o&nich’ bodi, u vykulené?o

B



_véékoéého‘plﬁdkﬁ\a u plidku po rozkrmenf pfi klinickém one-
mocnébi. Virus IPN je tedy prokazatelnd p¥ftomen bo celou
dobu vyvoje alespoli u &&sti potomstva'virgnosiéﬁ;‘Pro:plﬁ-
dek, ktery je ‘zpo&dtku prosty viru, mohou byt zdrojem ni- "~
kazy obaly z vykulenych jiker, na kterych prokazatelne vi-
rus po fadu dnid pfeZfivd.

Infek&nf nekrdza pankreatu se klinicky projevuje u lo-
sosovitych ryb nejmiadéi vékové kategorie. Nejéaétéji ‘one-
mocn{ plidek poté, co zadne pfijfmat potravu a kritickym
obdobim pro vzplanutif IPN je- rozmezi mezi 2. a 3. tjdnem Lo
po zahéjen{ pY¥ikrmovéni. . : "

P¥i 8{¥en{ infekce u ‘odchovévaného plidku ve ¥labech
hraj{ velkou dlohu vykaly nemocného ‘plidku, které v ddsledku
postifen{ trdvfcfho traktu 'maj{ vzhled bélaﬁich a¥ %luta-
v¥ch hlenovitych vdle¥kd a obsahujf velké mnoistvi viru.
vzndSejici{ se vykaly jsou poZfrdny zv1g3té& aktivnimi je--
dinci odchovdvaného plidku. - s o1

K p¥enosu. miZe dojit i p¥i poZfrdni ﬁemocného plﬁdku/
starsiml roéniky /kanibalismus/, protoze virus IPN je znaéne
vzdorny ke kyselému pH. ... IR T N

Vznik a 8f{fenf IPN miZe znaéné ovlivnit i zevni Zi- Teb g
votn{ prostredi 'V1iv prostf¥edf je u ryb daleko vyznamnejéi'
neZ u ptdkl . a savcl, nebot t&lesnd teplota ryb je zdvisld
na teploté& vody a jf jsou ndsledné ovliviovdny. vEechny.té-
lesné procesy véetné imunitni odpovédi i multiplikace-viru..
Bylo prokdzdno, Ze ztrdty plidku pstruha duhového na IPN
infekci byly p¥i 6 °C podstatn& ni¥sf ne% p¥i 10 °C a Ze ~
téméf ‘ustaly pfi 16 °C. Mechanismus rezistence p¥i vy$Efch.

‘teplotdch jervysvétlovédn produkci interferonu a.protildtek
'a p¥i nfzkych teplotdch /4 - 5 9c/ zase .inhibic{ replikace-.
viru v organismu. 2trdty se v’ nemocnych obsédkéch pohybuji
v rozmez{ od 10 do 90 %.

Otdzky protildtkové odpovédi” ve vztahu k rezistenci

a vironosiéstvi nejsou‘doposud jednoznadné osvétleny: ‘Bylo /
sice 6véfeno, Ze vironosi&i maji budto nizki*titr'proti—
14tek, ‘nebo jsou zcela bez protildtek, a ¥e u pstruhdl

.5 vysokimttitrem virusneutraliza®nfch protilédtek nebyl: '

g5
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virus izolovédn vibec, nebo jen v nizkém tit}u. Pro¢ vsak
sFejné infikované ryby jednou reagujf na virovy antigen
;vorbou,protilétek a jiné nereaguijf a\stévaji se virbno—
sidi, nebylo zatim osv&tleno. zd4 se pravd&podobné, Ze
je to nésledkem imunologické -tolerance. o

’ Vedle teploty hraje znacnou ulohu i kvalita. vody,
zejména koncentrace kyslfiku a amoniaku a nejruznejéich
p¥imésf{ toxickych ldtek. Také dalS{ stresujfct faktory,
jako .je nadmérnd obsddka a nevhodné zachdzenf's rybami,
mohou zvySovat vyskyt onemocnéni, nebot snizuji speci-~
fickou i nespecifickou rezistenci organismu. RovnéZ
kvalita krmiva miZe hrdt vyznamnou ﬁlohu.

5. Klinické pPfianaky a patologické zmény:

~

Onemocn&n{ za&fn4 v&t¥inou ndhle u rychleji rostou-
cfch jedincl p¥i teplotdch vody do 14 °C. Jednfm z prvnfch
p¥fznakd onemocnénf byvajf{ poruchy v plavdni, pfedstavova-
né nejdastdji spirdlovitym otddenfm nemocného pliadku kolem.
podélné osy. Pozd&ji leZf pliidek na boku:a Casto klesd ke
‘dnu nebovje odtékajfci vodou p¥itladen na mffZku u vytoku.

P¥i rychlém prib&hu onemocnénf{ /zvl14%t& u malého pltd-
ku/ nemusf byt zjistitelné 24dné makroskopické zmény.

‘v nékfericﬁ»pfﬁpadech je u subakutnfho prib&hu pozorovdna:..
riiznd vyraznd dilatace dutiny t&lnf, drobné krvdceniny ;B
na serdzdch a v oblasti pylorickych p¥{véskd: Dilatace
trdvicfho traktu je-zplsobena mlé&n& zkalenym hlenem.

Nékdy byvd u nemocnych kust dilatace Zlufového m&chyfe.
Jdtra a ledviny jsou v n&kterych pfipadech bledéd, anemické,
jindy pfekrvené, ve’vétéiné p¥{padd velmi k¥ehké. U nemoc-
nych kust mohou byt zji¥fovdny i tmaviif pigmentace kiZe,

‘exoftalmus nebo krvdceniny v ki¥i a v zdkladu ploutvi.
Zébrvrnebivaji postiZeny. '

sttopatologtcké ndleay:
v akutnf f4zi onemocn&nfi je u pludku moZno na slizni—
, ci jfcnu, Zaludku, pfednf a zadnf &dsti streva a na pylo-
rickych p¥ivéscich zgistlt akutni aZ nekrotlcky z4nét. .



V poldteénfch fdzfch se zdnét projevuje riznd vjréZnimfzdu—
¥fenfm epitelidlnfch buné&k a silnym vylu€ovdnim hlend.,v po-=
kro€ilejSfm stadiu choroby dochdzi ke kompletni nekrdze
spojené s~karryorexis jader a k odlupovéni sliznice. Histo-
logicky obraz vykazuje na povrchu sliznice eozinofilnf =
dervené nekrotické masy s bazofilnfmi modrymi pruhy jader-/
nych zbytkd. Infiltraci’ lamina propria zénétlivjmi~buﬁkami k
jsme nlkdy nezjistili. : ' S

V pankreatu jsou degenerativni a¥ nekrotické zmeny
v zafdtku onemocné&ni rozloZeny loZiskové, v prﬁbéhu one-
mocnéni se difdzné roz8ifujf, Acindrnf struktura pankreti-
cké tkéné se ztrdct é méni se v amorfni eozinofiln{ masy.

- Potdteént p¥ekrvenf tké4né postihuje pouze ojedinelé aciny.

~

V dalS{m. prib&hu dochdz{ k jejich pykndze a k nekrdze ce-

1¥ch okrskil..V pokrodilej&fm stavu onemocn&ni se prostory ~
po nekrotickych acinech vypliujf fibroznim vazivem.. =
. V. prepardtech fixovanych formolem je moZno pozorovat

v pocéteénim stadiu nemoci v degenerativnich zm&ndch
pakreatické tkdné, nezdvisle na lo¥iscich acinérnich e
struktur, malé, kulaté, tmavé, siln& bazofiln{ struktury,
které maj{ v nékterych p¥ipadech kolem nezbarvenou idzkou
zénu. Tato t&8lfska jsou zjisfovdna i p¥i hladov&n{ u zdra-..
vych pstruhl a nelze je spojovat p¥fmo s IPN.

. Zmény na ostatnich orgénech nejsou charakteristické.

. Jdtra mohou vykazovat rtizné stupné tukové’ infiltrace,

pfekrvenf a aktivace RHS. Ledviny jsou &asto prekrvené

’

cévy dilatované.

"erzornénz . Pet g

Na z&klad® klinickych pfiznakl a patomorfologickjch
zm&n nelze exaktn& diagnostikovat IPN, protoZe mohou byt
doprovodnym symptomem i onemocn&ni jiné etiologie.

6. Laboratornt diagnostika IPN:

6.1 0dbér a zpracovdhf materidiu k izolaci viru:
VySet¥ovéni se provédi u plidku ve 2. - 4. tjdnu po
za&dtku rozkrmovdni. a opakuje se po 4 tjdnech Vybiraji



- se predevsim ryby klinicky- nemocné a z Konce odchovného ¥la-

"bu. Poletnost vzorku - 10 - 15 ks. Virologicky je moZno té%
vySet¥ovat jikry ve stadin oénich bodl, jikry a_plodovou
vodu jikernacek pfi vytéru a.mlf&{.

odlov nemocnych ryb - u IPN se jednd pfedeviim o plu—

~dek -~ se provddi bezprost¥ednd pfed jejich prevozem do la- |

boratofe. Vzhledem k tomu, Ze nemocné ryby jsou mdlo odolné,

" je vhodné je pfevdiet zejména na v&ts{ vzddlenosti v plasti-

kovém vaku pod kyslikovou atmosférou. Uhynulé ryby se k vi--
rologickému vy§etreni nehod{.. 4

Pokud je moZno zajistit sterilnf odber vzorkl, lze
k vy§etreni odebrat a transportovat pouze orgédny /slezinu,
ledviny a pylorické vybéZky s pankreatem/, vloZené do nékte-

© rého z kultivadnich médif /Hanks, Earle, MEM/ s antibiotiky.

Nelze-li vyZetfenf provést okam?ité, je:vhodnéji{ skladovat
orgény v ‘médiu maximdln& do 3 dnd.p¥i teploté 4 °c, ne# jej
zmrazit v mrazni®kové teplotd p¥i -15.°9C. Dalsf skladovénf{

vyZaduje teplotu -60 aZ ~70 P, Pfeprava odebranych vzorkd
v 50 % glycerinu, jak bylo. d¥fve doporudovdno, neni vhodnd,

Tz diferencidln& diagnostického hlediska.znemoZfiuje v¥ipadny

z4chyt jingch vird. N
" K izolaci viru IPN jsou nejvhodnejéi ledviny, sle21na
a prIpadne pylorické vybezky s pankreatem, v indikovanych .

: pripadech i jikry anebo mlf&f. U plidku do velikosti 5 cm

Yo lze k virologickému vySetfeni pouZit celé télo bez hlavy -

a ocasu. oL : .

Z odebranych orgdnd,’ p¥ipadné &dstf téla se ve tfecich

’\miskgch Pfipravi desetiprocentn{ suspenze v nékterém z kulti-

vaénich médi{ /Hanks, Earle, MEM/ bez séra, do kterého -

‘se prldé nejméne 5x vice antibiotik /500 m.j. penicilinu

.a 500 ug. .ml” streptomycinu/. Orgdnovd suspenze se poneghé
po dobu 4 -~ 6 h v lednici p¥i-teploté 4 Oc a poté 'se odstte-
df p¥i 3 000 ot.min~'. Takto zfskand tekutina se pouZije
k-infekci bun§énjch kultur. i k

‘ 6 2 Bunédné kultury, Jegzch kultivace a infekece:

K virologlckému vy¥etfent lososovitych ryb lze vhodné
vyuzit -linie buné&nych kultur RTG-2 /linie z varlat pstruha
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duhového/, PG /linie z gondd Stiky/, CHSE /linie z embryondl-
nich bunék lososa/ a~BF, /linie z ryby sluneénice/, p¥{padnd
dalsf. . - . :
Pro sprévny rust bunék je velmi dﬁlezité teplota kulti—=
vace. -Nejvhodn&j${ je rozmez{ mezi 16 --20. ¢, pfidemz
- rostouc?! buiiky je vhodné kultivovat pfi hornf hranici, na-:
rostlé a infikované kultury p¥i dolni{ hranici. .
 Narostlé bun&&né kultury, ne starf ne# '3 - 4 dny,
se infikujf orgénovou suspenz{ v pivodnim ¥ed&nf 1 { 10
a v pffpad® pouZitf suspenzé z celych t&l plidku i v Fe-
dénf 1 : 100, abychom sniiili‘nebezpeéi’kontaminaée; 2
Buiiky ve zkumavkdch se denn& po dobu 5 - 6 dnd prohlf-
Zenf pod mikroskopem s cflem zjistit p¥fpadny cytopaticky
efekt. Pokud se'objevi cytopaticky efekt jiZ v primoizolaci,
je vhodné provést dal${ pasdZ, aby se vylouéil pripadny cy-
totoxicky efekt orgdnové suspenze.- ’ . 4 i
vV pf{padé, Ze se v 1. pasdii cytopaticky efekt ne—.s\
objevi, provedou se dal$f 2 slepé pasdZe, neZ je vzorek. ..
prohldSen za negativni. /Jedna pasdZ je sledovdna po 'dobu
10 dnd./ ’
6.3 Kokultivace: bunék:
' Metoda kokultivace umoZiiuje zvySenou citlivosti prﬁkaz
viru nejen u plidku, ale i u star$fch kust bez kllnickych
priznakﬁ onemocnéni, které mohou  dlouhodobé& vyludovat virus.
Jeji princip spoéivd v souéasné kultivaci vnimavych rybfch’
bun&&nych linif s buiikami uvoln&nymi trypéinaci.z pérenchy-
matézniqh orgdnt. UmoZn{ se tfm snaZs{ pfestuvairu«ZTBunék- '
hostitele do bun&k tkdfiové kultury a prakticky 'se odstrani
nebezpe&{ neutralizace sledovaného viru pfipadnymi proti-
1&tkami. ; B =

i

6.4 Identifikace viru IPN: ;
" Po objeven{ se cytopatického efektu 1ze provést prvni
orientaén{ vysetreni v elektronovém mikroskopu /viz kap._

" 6.4.3/. Jeho vysledek poskytne p¥edb&Znou identifikaci
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morfologickym ur&enfm virové skupiny. P¥esnd identifikace
virovych izoldtd se préveée k¥{Zové virusneutraliza&nim )
‘téstem nebo imuhofluorescenct /viz kap. 6.4.1/ pomoci spe-
cifickych antisér, p¥ipravenych proEi referenénim kmendm.
Tato séra lze vyuZft i p¥i idggtifikaci_v-imunoelektronové

~

6.4.1 Imunofluorescenént vyéetrenz

P¥{imou i nepffimou imunofluorescenéni metodu 1ze vyuzit
jednak k identifikaci virovych izoldtd, jednak k nrimému
prukazu viru IPN v rezech z orgdni vysétrovanych ryb, tedy
k dlagnostice onemocneni

a/ Identifikace viru
... Imunofluorescendni. vySet¥en{ k identifikaci nov& izo-

\

lovanych vird se provddi na skli{&kdch s narostlymi a infi- !

"kovanymi ‘bunéfnymi kulturami. Prepardty se prohlfZejf ve

fluorescendnim mikroskopu'a pfitomnost viru,;PN_se.projevi
jasnou:iiutozelenou fluorescenci v cytoplasmé vySetfovanych
bunék.

b/ .p¥fmy prikaz viru v orgdnech ;

: "K prﬁkazﬁ viru p¥fmo v orgdnech se vzorky fixujf ve
vychlazeném acetonu. Plidek do velikosti 3‘cm se pb usmrce-
nf vpichem do hlavy fixuje cely, u. v&t¥fho plidku se pied
‘fixac{ ust¥ihne hlava a.kaud4lni &4st t&la. 2z v&tSfch kusth
se odebiraj{ jédnotlivé-brgény, .a to Zdbry,: pylorické\pfi—.
vesky s pankreatem,‘zaludek a st¥eva, prednf a zadni led- -
viny. 0d doby odb&ru do doby fixace nesmi uplynout vice‘
neZ 5 min,

] nemocného plﬁdku se virus v akutnich pff{padech pro-
kézuje hlavné v epitelidlnfch buiikdch st¥evnfho traktu,
-u Pd -p Pak v cytoplasmé epitelidlnich bunék primérnich
~1edvinnych tubuld a v cytoplasme epiteliélnich bun&k acint
pankreatu.

SPECLfitu fluorescence je nutno provéfovat soub&Znym
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6.4.2 Enzymotmunologickd /ELISA/ metoda diagnostiky IPN:

-

'Tento diagnosticky postup je zalo¥en na prﬁka%u1Viru of
IPN v homogenizdtech ryb nebo ‘jejich orgdnii pomoc{ imuno-
‘enzymatické reakce. Provedeni ELISA metody nevyzaduje ste-
riln{ podminky a je moZné v b&%né sérologické laboratofi.-

K vySetfenf{ lze pouZit orgdnovou suspenzi pouEiVanbu'\'
k infekci buné&nych kultur /viz kap. 6.1/ nebo si pfipravit
homogenizdty pouze v 5 - 10 objemech pufrovaného f?ziolo- -
 gického roztoku bez ndrokd na sterilitu. Je- vhodné homo- - .
genizét pfed pouZitim zmrazit a po rozmraZenf’ zcentrlfu—
“govat. K vySetfenf se pouZivd supernatant. ‘

6.4.3 Elektronovd mikroskopie:

Pro elektronové mikroskopicky prikaz a identifikaci
virovych 1zol4td na bun&nych kulturdch lze vyuZit metod .,
negativnfho ‘barvenf, imunoelektronové mikroskopie'a ultra-

.

tenkych fezd. '

6.5 Prukaz viru IPN v zevnim prostfedr:

Virus IPN lze v bahn& zemnfch rybnidkd a kalu z odchov-
nych za¥fzenf izolovat pomoc{ srdZenf biologicky aktivnfch ' ~
ldtek sfranem hlinitym a ndslednou infekcf vnimanch'bu- .
‘n&&nych kultur. o " ' :

Na stejném principu lze izolovat virus i z vody; od-
padaji v3ak prvni dkony spojené s resuspendovdnim kalu &i
bahna a slozitym ‘odstrafiovdnim necistot. K" tomu, ‘aby tuto -
metodu bylo moZno pou¥ft v praxi, zbyvé je¥td ‘stanovit
hraniénf fedéni viru, pfi kterém je jej moZno jeéte prl “Ra

‘izolaci zachytit.

5 : ' R \ ;,
7 Stanovent dzagnozy a dzferenczalnz dzagnostzka ‘

Diagnoza se stanovi na zéklade klinického, patologické—
ho, épizootologického a virologického vysetrenf’zhodnocenim BB
vySe popsanych p¥fznakdl a ndlezti, pfi soufasném vylouden{
jinych p¥{&in.
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- Chovy lososovitYCh ryb se po vydetfenf rozddlf{ do 3
skupin: o : ;
1. chovy prosté IPN, ' - s ¢ n .
2. chovy. v1rologicky pozitivni, ale bez klinickych priZnakﬁ
,_onemocneni, " E
Tt chovy s vyskytem IPN. .

Aby mohl byt chov uznén:jako prosty IPN, mus{ byt
kaEdi rok provedeno virologické vySetfen{ s negativnfm
vysledkem. § s

Chov virologicky pozitivni ale bez pfiznakd onemocné-
nf, je takovy, kde je virologické vy§etreni jiker nebo ryb

pozitivnf, ale nedochdz{ ke ztrdtdm. Uroveii dennich ztrdt

"neshi‘pfekroéit 1 promile a vechny pfipadné.ztxéty vy§§i

mus{ byt odborné& posouzeny a zjiéféna jejich pt{cina.

V chovu s vy¢skytem IPN se vyskytuj{ klinické préjevy
onemocné&n{ potvrzené virologicky.

- Z diferencidlné& diagnostického hlediska je nutno pro-

vést ndsledujfcf vySetfenf a vylou€it dals{ moZné pff&iny

onemocn&nf, které mohou postihovat ryby mladifch v&kovgch
kategorii a prdjevovat‘se zvySenymi ztrdtami.

7.1 Hydroahemzcké prfézny.

~ P¥i intenzfvnim odchovu na Zlabech s hust3{ obsddkou
a p¥i vy%5f teplot& nutno vySet¥it koncentraci kyslfku

- ve vodé /nemd poklesnout pod 80 %.nasyceni/, pH vody "L

a koncentraci. nedisociovaného amoniaku /hodnoty nemajf. .
pfekrodit.0,0125 mg. 177 Pd,. 1/ v pripade potteby . za-
jistfme vySet¥en{ dalZfch hydrochemickych ukazateld uZi-

" wanych v chovu ryb.

P¥i ndhlém uhynutf vétéiho mno¥stvi obsédky nutno za-
jistit toxikologické vyéetreni napéjeci vody.



! __14_' \

7.3 Alimentdrnt pP#7diny a intoxikace- 5

Nezdvadnost krmiva je Jednfm z hlavnich pfedpokladi
uspésného odchovu plidku, proto jeho posouzeni venujeme
pozornost jiZ pfed zaéétkem rozkrmovén{ i pii kazdém zZvy-
Seném hynuti. VvV indikovanych nripadech zajistime rozbor
pouzivaného krmiva, zejména se zam€fenfm na &fslo kyse-
losti tuku, peroxidové a 2-thiobarbiturové Ifslc, kyse- ;
lost vodnfho vyluhu, obsah amoniaku, pripadne dalsi vv— '
éetrenf /bakteriologické, obsah NaCl aj./. Protoze nervo-

. vé priznaky onemocnéni jsou pozorovdny i u nekterych avi-
tahinéz, bereme p¥i hodnoceni ztrdt v dvahu i tuto’moinost

a zajistfime prislusné vySetfenf, V. kaZdém pripade Je vsak
nutno p¥i zvyseném dhynu vysetrit krmivo na aflatox1n,

ke kterému je pstruh znacné citlivy. . R

7.4 Parazitdrn? onemocnént:

.

Mikroskopickym vyéetrenim seékrabu klZe. a zaber je ) l N
nutno vyloucit invazi Ichthyobodo necator, ktery se mﬁze '
silnd pomnoZit zejména ve "zhuit&nych obsddkdch ‘u plidku
oslabeného jinymi faktory /ni%3f pﬁ: nevhodnéIVYEivé apod./.

- 5ilné invaze Hexamita salmonis spojené s poruchami
plovéni, nechutenstvim a zm&nami ¥aludku a strev jsou
rovhez‘podmineny faktory.oslabujficimi plﬁdek. Diagndzu
stanovime mikroskopickim.vyéetfenim“obsahh zadnf &4sti
st¥eva a %lufového méchyfe. _

PYi vyskytu nekoordiﬁovaného,-manééovitého_krouieni & %F
‘je_nutné‘vylouéit i myxosomSzu lososovitych /pivodce Myxo-
soma. ceiebralis, dle nejnovéjéich poznatkl je plvodce . W
oznadovdn Myxobolus cerebralis/ PEd akutnim stadiu cho-
roby .nelze vegetativnf{ stadia v natlvnfch preparétech
prokdzat; je nutné hlstologlcké vySetfenf. V pozd&jsim
stadiu /asi 3 m&sfce po invazi/ lze'mikroskopicky pfi
zvétSen{ asi 450krét zgistlt 'spéry v rozdrcené chru- L
paviité a kostnf tkdni plidku. Koneénou dlagnozu je vsak
nutno stanovit laboratornim vySetfenim pfi pouzitif nekteré
z metod umoiﬁujféich koncentréci spdr z vyZetfovanych tkédnf.

‘
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-

7.8 Eakteridlnf onemocnént: .

§ Zejména nutno vylouéit myxobakteridzu Zaber. Provede-
me orientadnf mikroskopické vysetreni nativnfch preparétﬁ
ze ¥abernfch 1£stkﬁ /pti velkém zvétieni/ na pritomnost
-flexibakterii- nélez typicky pilifovité usporédahyyh +v
éinek které maji specificky klouzavy pohyb. /Upozorn&ni:
p¥i po§kozgn£ Yaber riznymi viivy miZe dojft k p¥emno¥enf
i jingch druh podmfn&n& patogennfch bakterif b&¥n& p¥{-
tomnjch ve vodé, které maji rovn&€Z tvar tylinek a ve vétsi-
né pripadﬁ jsou pohyblivé. Barven{ ‘dle Grama neni spolehli—
vym rozlifovacim kritériem - v¥echny ty&inkovité vodni
bakterie jsou Gr-./. Spolehlivé diagnoza flexibakterif . Je

r_jediné mo%nd p¥i kultivaci na Zivné ptdy /Cytophaga agar/

s néslednou typizaci zachycenjch kmentt /odli¥ent od sapro-
fytickych myxobakterii/ Klinické priznaky se projevuji

' zejqéna nechutenstvim, plavénfm u hladiny aApriznaky du-

Sen{. Skfelé byvaj{ dasto Siroce rozeviené.

7.6 Virovd anemocnénz.

C .2 virovych onemocneni je nutno vylouéit virovou he-
moragickou septikemii /VHS/, kterd postihuje rtzné véko- ,.
vé. kategorie pstruha duhového a sivena amerického /expe-
riment41ln& lze infikovat 1 pstruha obecného/ Pivodcem
‘je virus zafazeny do skupiny rabdovird. Od pivodce IPN
sé‘li§£ morfologicky a sérologicky; mno%f se i v bun&®-
:nYCh kulturéch FHM., Patologické zmény u postizenych ryb
Jsou- charakterizovény drobnymi krvdceninami na:serdzdch
i na povrchu t8la., P¥i akutnfm prﬁbéhu u mlad$fch ryb je
‘rada klinickych a ‘'patologickych priznakﬁ obdobné jako
u IPN. P¥i protrahovaném onemocnénf 1ze zjistit zdufent i
ledvin, exophtalmus a anémii #¥aber. Rozhodujfci.pro
diagn&zu Je vysledek.virologického vySetfenf. =
y Z dal$fch virovjch onemocneni pripadé v dvahu’ infekéni
hemopoetické nekroza, kterd postihuje pstruha ‘duhového ‘a. -
dal¥f lososovité ryby chované v Severni Americe. Toto one-
mocnénf nebylo doposud ve stredni Evropé z;iéteno. Pﬁvodcem




' L

- 16 -

je virus ze skupiny rabdovird, ktery se 1i&{ od VHS pfede-‘
vif{m sérologicky, morfologické‘rozdily viru nejsou pfi b&¥~.
ném- vySet¥fen{ postrehnutelné. Klinické priznakv mohou byt

. obdobné jako u IPN a VHS, patologické zmeny postihuji zejmé—

na. krvetvornou tkdfi ledvin. .- _.

8. Le‘cba IPN: . - . , i) e

‘Zaru&en& ud€innd lé&ebnd metoda u infekénf nekrozy pan-

kreatu nenf ve svété zndma. V literatufe jsou sice ﬁdaje
0 zdbrané mnoZenf viru IPN v buné&nych kulturidch po apli-

kaci’dihydroxypropyl adeninu /S-DHPA/ ‘a je zvaiovéha‘vhod—
nost jeho pouziti v rybich sédkéch, v praxi véak nebyl zmi-
nény antivirovy ﬁéinek zatim potvrzen. Dal3f literdrnt pra"
meny uvddéjf pouZiti polyv;nylpyrolidon joqu pro, prevenci

'IPN v.dob& zvy¥eného nebezped{ onemocnénf, a to v ddvce

1,6 - 1,9 g na 1 kg #ivé hmotnosti ryb denn& po dobu 15
dn{; metoda se v#ak v Zir&fm praktickém vyuziti zatim
neuplatnila. 2 : -

9. Prevence: -

} . . [
; Zdkladem dsp&3né prevence je dodrZovdni viech proti-
ndkazovych 6p££feni ji% ve zdravych chovech. K pfevozu a
ndkupu ryb mus{ byt vystaveno veterindrnf osvédéen{ o zdra-

votnim stavu ryb, zv14St& pak Ze: pochézeji z prostredi

' prostého infek&nfch chorob.

NejvétsdL nebezpeéi predstavuje zavleceni nékazy né-

" vozem cizfch ryb nezndmého: puvodu, zdénllve bez klinickych

projevﬁ onemocn&n{. Proto jakékoliv nrevézené a nakupované :

-ryby musf byt umistény po dobu jednoho roku do. karantén-

nfch nddr#f, V této dobd je nutno véestranne sledovat je=-
jich zdravotni stav. -

z protinékazového hlediska je nejvhodnejéi uzavieny’ -
obrat he]na, pripadné nodle provoznich podmfnek turnusovy
zplisob chovu. P¥i vybéru remontnich 'a generaénich ryb mus{
chovatelé vzhledem k vironosi&stvi- vychdzet pouze z pro-
Set¥enych, ndkazy prostych chovi. Je tfebafbrét v dvahu,’

%
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Ze ryby, které onemocnély v raném v&ku a ndkazu prezily
nebo -se ‘s infekcf setkaly aZ v dosp&lém v&ku, mohou byt
nosi€i 'viru po cely dals{ Eivot, coZ z ndkazového. hle- -

;~diska hraje velmi vyznamnou roli Vzhledem k tomu, Ze .vi-

ronosiéi vyluduj{ virus vykaly a dalﬁimi exkrementy, je
nutno ‘chovat. remontnf - a generaénf ryby ‘odd&len& od daldf-

ho provozu tak;, aby\nemohly pEijit do styku s vodou vy- 1
tékajfct ze #labli nebo nddr#f, ve které mohou byt infi-

kované ryby.. Kde to vyZaduje situace, z¥Ldf pfisiuéné
OVZ na zdroji vody pro tento chov veterindrnf{ ochranné

'pdsmo, aby byla“ zéruka, Ze ryby vysazované do té&chto vod

nebudou ‘zdrojem ndkazy. ; o
= <Jednfm z rozhodujfcich faktorld v ochran& zdravi ryb
je kvalita a nezdvadnost vody. Pokud mf zdvod vlastn{ 1l{-
heﬁ, Jje. nezbytné‘pro ni zajistit oddéleny zdroj'pramenité
vody' /bez ‘ryb/. Bylo prok&zdno, ¥e prdvé spdleény zdroj
vody /s pritomnosti vironosiéﬁ/ pro-1lfhen. i odchovnu byl
prféinou onemocneni plidku. Kvalita vody byvd ovlivnéna-
nejen jejim zdrojem, okolnim primyslem, zemédélstvim apod.,
ale 4 hustotou _obsddky. Proto je bezpodmfne&n& nutné do- o
drzovat progektovanou kapacitu objektu.v )

Ddle je nutno . chrénit ryby pied zbytecnymi zétezovi—
mi vlivy - stresy. ProtoZe onemocnén{ IPN velmi.&asto za-
&1ind p¥i rozkrmovan{ plﬁdku, je nutno jej provédét po-
stupné a uvdZend a ke krmeni pouzft jen kvalitni a zdra-
votné nezdvadnd ‘krmiva. Pri presunu plﬁdku je treba Setr-
né zachdzen{ a pfepravu zkrétit pokud moZno na minimum

Likvidaci uhynulych ryb provdd&t budto v kafllerii

“nebo v prfpade men3fho mnoZstv{ zakopdnim. Jdma mus{ byt
“dostate&nd’ hlubokd i vzddlend od objektfi. Dno jémy se vy-
_'sype nejdrive pélenym nebo chlorovym vépnem, poté se do

nf uloif uhynulé ryby, které se op&t posypou stejnym de-
zinfek&nfm prostfedkem, j&ma se zasype hlinou, kterd se
dikladné udusd. Nemocné nebo uhynulé ryby nelze zkrmovat

‘star&{m ro®nfkdm /virus IPN nen{ ni¥en ani p¥i pH 3,0/,

které se mohou stit vironosi&i, ani% klinicky onemocni.
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10. Dezinfekce:

~T v hospodérstvi se provédi jednak prﬁbézné dezinfekce
‘/po ukonéeni turnusu a vyskladn&n{ obsddky/, jejim¥ cflem
je hlavné ochrana obsédek pfed choroboplodngmi mikroorgaf"
nismy, jedpak ohniskovd dezinfekce, ur&end k ni&enf /de-
vitalizaci/ pivodct chorob ryb p¥i likvidaci ohniska n4-
kazy. ) i k
Vzhledem k vysoké odolnosti viru IPN .k zevnfmu pro-
stfedf /viz kap. 3/ i mnohym dezinfekdnfm prostfedkim je
nutny jejich: pedlivy vybér. S ohledem na citlivost viru
k alkalickému prost¥ed{ je vysoce u&inny 2 % louh, sodny.
Stejné uUdinny je i 3 - 5 % formaldehyd. PouZivd se jich
pfedev3Sim na dezinfekci rybolovnych prost¥edkd, odchovngch ~ -
nddrz{, krmftek pro pstruii plidek apod. Pro tyto &ely je -
vhodné i chlorové vdpno v ddvce 400 mg.l-1 vody 's 12hodi- _
novym pisobenfm. Pro zemnf sddky se doporu¥uje chlorové
nebo pilené védpno, piip. dusikaté vépno v béZné pouziva-
nych dédvkéch.

Upozornént: : g .
PouZitf louhu sodného k dezinfekci je podmin&no moZno- |

st{ jeho neutralizace pfed vypuéténfm dezinfek&nfho roztoku
z nddr#{ do vodnfho toku vzhledem k nebezpe&{ po¥kozeni
volné ¥ijfcfch ryb! Rovn&%Z pri pouZitf{ formaldehydu:a -
chlorového védpna je zpritoindnf sddky mo¥no provést a¥% -
po detoxikaci. dezinfek&nifch roztokﬁ 4o
K\dezinfekci jiker je z dostupnich prostredkﬁ nej- -
.vhodn&js{ Jodonal, ktery se pouZivd v. ddvce 2,85 -'5,7 & =2
»ml.l—1 vody po dobu 7 - 15 min. MnoZstv{ deziﬁfekénihé
roztoku md byt objemov& 10krdt vice ne%f jiker. Jédonai"
je vysoce d&inny i na dezinfekci ndfadf apod., ale vzhle~
dem k jeho vy33{ cen& se_ 3ej pro tyto ulely nepouﬁivé 5 2

11. Opat¥ent p¥i zji’ténf IPN:

IPN je ndkazou zvifat a proto se pii jejim zyi§teni postupuje

podle veterindrnfch prednisﬁ. Jde predeviim o zdkaz pfesund
v8ech ryb a jiker z postiZeného chovu a do ného. Tr¥nf ryby
mohou byt presunovdny pouze ke zpracovdnf. V chovu se provd-

7 ;
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df soustavnd ohniskové dezinfekce. K likvidaci nékazy vypra-

v covdvd chovatel spolu s veterindrn{ sluZbou ozdravovac{ plén.
Chov miZe byt. prohlé§en za zdravy po provedenf zévéreéné
dezinfekce a jestliie .v pozorovaci dobg 2 rokd nedo§lo k visky-
tu onemocné&nf. :
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