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1. Uvod

Infekéni nekréza pankreatu (IPN) je akutni, vysoce kon-
tagidézni onemocnéni, vyskytujici se pfedev$im u mladych lo-
sosovitych ryb odchovavanych ve vysokych koncentracich. Po-
prvé bylo toto onemocnéni popsdno v 50. letech u sivena ame-
rického v USA. Po zavedeni bunéénych kultur i do studia in-
fekénich onemocnéni ryb se podafilo prokazat virovou podsta-
tu onemocnéni. Infekéni nekréza pankreatu byla pozdéji diag-
nostikovdna v dalsich zemich. U nias bylo toto onemocnéni po-
prvé exaktné prokdzdno izolaci viru IPN v roce 1983.

Diagnostika onemocnéni je zalozZena na zhodnoceni kli-
nickych a patomorfologickych pfiznakd u nemocnych ryb, pfe-
devs$im v8ak na laboratornim potvrzeni vyskytu viru IPN. To
spo¢iva v pfimé izolaci viru na vnimavych rybich buné&nych
kulturdch a jeho identifikaci.

Na vypracovani metod diagnostiky a prevence infekéni
nekrézy pankreatu se pod koordinaci Prof.MVDr. Z. Pospisi-
la, DrSc. (VFU Brno) a MVDr. J. Tomanka, CSc. podileli
MVDr. J. Zajicek (OVS €. Budéjovice), Ing. T. Vesely, CSc.,
MVDr. M. Hornich, CSc., MVDr. L. Roddk, DrSc., MVDr. L. Va-
li&ek, DrSc. a MVDr. T. Obr (v8ichni VUVel Brno). g

2. Vnimavost k infekct

Virus infekéni nekrézy pankreatu vyvoldva typické pfi-
znaky onemocnéni pfedev$im u lososovitych ryb. V nasem zemé-
pisném pasmu z nich pfichazi v dvahu zejména pstruh duhovy,
pstruh obecny, siven americky, siven alpsky a dalsi lososo-
vité ryby. U nas byl virus IPN doposud izolovdn ze pstruha
duhového a sivena amerického z umélého chovu a u pstruha
obecného a 1lipana podhorniho z volnych vod. Jiné druhy ryb
a pfipadné i mékkysi mohou byt k infekci virem IPN rovnéz
vnimavé, ke klinickému onemocnéni u nich v3ak nedochazi.
ProtoZze u nékterych (napf. u kapra) bylo =zjisténo, Ze se
u nich mizZe virus i pomnozovat mohou byt tyto ryby zdvainym
pfenasedem nebo rezervoarem infekce.

Vék hostitele je zvlasté u IPN jednim z rozhodu31c1ch
faktord pro vznik onemocnéni. Nejvnimdavéjsi k viru IPN jsou
lososovité ryby nejmlads$si vékové kategorie. S nartstajicim
vékem vnimavost k viru IPN postupné klesa, takZe po dosazeni
5-6 mésict jsou lososovité ryby k této infekci natolik re-
zistentni, 2Ze klinicky neonemocni. Starsi ryby mohou byt si-
ce infikovany, ale klinicka forma onemocnéni se u nich nevy-
vine ani po intraperitonedalni aplikaci viru.

Dospélé ryby., které infekci prodélaly., nebo pfijdou az
v pozdéjsim véku do styku s virem. zlstdavaji vétSinou viro-
nosi¢i az do konce Zivota. Vironosiéstvi dospelych ryb pfed-
stavuje jeden z hlavnich epizootologickych problémi infekéni
nekrézy pankreatu.
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3. Etiologie

Pivodcem infekéni nekrézy pankreatu je virus, ktery byl
zpoéatku fazen na zdkladé morfologickych vlastnosti mezi
reoviry, pozdéji, kdy byly poznany jeho biochemické a biofy-
zikalni vlastnosti, byl zarazen do celedi "birnaviridae”.

Virus IPN ma v negativné barvenych preparatech iko-
sahedralni symetrii s 92 kapsomérami a primér od 60 do 65
nm. Virus nema obal, coZz podmifiuje jeho vysokou stabilitu
a odolnost vi&¢i zevnimu prostfedi. Virion obsahuje dvou-
vlaknitou RNK, m& sediment%éni konstantu 430 - 440 S, mole-
kulov?u hmotnost 55 x 10” daltonit a hustotu 1,32 - 1,33
g.ml™~ v CsCl.

U viru IPN se plivedné rozliSovaly 3 zakladni subtypy:
severoamericky primoizolat VR 299 a evropské izolaty Sp
a Ab, nyni se u kaZdého subtypu udavaji jesté dals$i clenéni.

Z epizootologického hlediska maji v Evropé nejvétsi
vyznam 2 nejcastéji se vyskytujici, sérologicky odlisné sé-
rotypy Sp a Ab. Subtyp Sp vyvolava u pliadku pstruha duhového
vy$8i mortalitu, =zatimco po infekci subtypem Ab ma infekce
mirné€js$i prubéh. Pro experimentdlni posouzeni virulence viru
IPN je diulezity poznatek, Ze i po relativné nizkém poétu pa-
s4z2i na bunéénych kulturach se virus stava pro pstruzi pla-
dek avirulentnim.

Na wvznik a S$Sifeni infekce méd vyznamny vliv i otazka
stability viru. Virus IPN je 8ejstabi1néj§im z doposud zna-
mych rybich virti. Ve vodé& 10 “C teplé =zistava aktivni vice
nez 231 dn. V bahné pri teploté 4 “C a pH 7,6 vice nez 210
dni. Vyschnuti mu tgké prilis neskodi a aktivni je v rozmezi
teplot od 4 do 20 “C jesté za 4 +tydny. Malo G¢inné je také
kyselé prostfedi - virus IPN prfeziva pH 3,0 po 3 h, avsak
alkalické prostfedi je pro néj nevhodné. Dvouprocentni NaCOH
inaktivuje virus béhem 5 - 10 minut.

4. Vznik onemocnént a jeho pribéh

Virus IPN se dostava do vodniho prostfedi zvlasté vyka-
ly a mo¢i z nemocnych ryb anebo z ryb, které ndkazu prekona-
ly a stavaji se vironosic¢i. Zdrojem mohou byt i vykaly ry-
bozravych ptakt, kteri ulovili nemocné ryby, dale plankton,
bentos a rybolovné pomticky.

Zvlasté vyznamnym faktorem pfi vzniku IPN miZe byt sa-
motny vytér generacnich ryb - vironosicéfi. Cesta pfenosu in-
fekce z rodic¢d na potomstvo byla u ryb potvrzena teprve ne-
davno  a detailné byla studovdna pravé u infekéni nekroézy
pankreatu. Bylo prokazéano, ze jak jikry a ovarialni tekuti-
na, tak sperma infikovanych pstruhil obsahuji virus IPN, kte-
ry mize primo infikovat potomstvo. Bylo prokazano. Ze virus
je lokalizovan jak na povrchu tak uvnitf jikry. Proto dezin-
fekce jiker nezabriani mozZnosti pfenosu infekce.

Pfi vySetfovani v ohnisku IPN byl prokiazan virus z ji-
ker pstruha duhového 2 dny po oplozeni, z 2Zivych i odumfe-
lych jiker ve stadiu océnich bodd, u vykuleného vackového
plidku a' u plidku po rozkrmeni pfi klinickém onemocnéni. Vi-
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rus IPN je tedy prokazatelné pfitomen po celou dobu vyvoje
alespofi u ¢dsti potomstva vironosiéh. Pro pladek, ktery je
zpodatku prosty viru, mohou byt zdrojem ndkazy obaly z vyku-
lenych jiker, na kterych prokazatelné virus po fadu dnit pfe-
Ziva. '

Infekéni nekréza pankreatu se klinicky projevuje u lo-
sosovitych ryb nejmladsi vékové kategorie. Nejcastéji one-
mocni plidek poté, co zaéne pfijimat potravu a kritickym ob-
dobim pro vzplanuti IPN je rozmezi mezi 2. a 3. tydnem po
zahdjeni pfikrmovani. ,

P#i $ifeni infekce u odchovavaného pladku ve Zlabech
hraji velkou ulohu vykaly nemocného pltdku, které v dasledku
postiZzeni trdviciho traktu maji vzhled bélavych az Zlutavych
hlenovitych valeckd a obsahuji velké mnoZstvi viru. Vznase-
jici se vykaly jsou poZirany =zvlasté aktivnimi jedinci od-
chovavaného pladku.

K pfenosu miZe dojit i prfi poZiréani nemocného pladku
star$imi roéniky (kanibalismus), protoze virus IPN je znaéné
vzdorny ke kyselému pH.

Vznik a $ifeni IPN miZe znacéné ovlivnit i zevni Zivotni
prostfedi. V1iv prostfedi je u ryb daleko vyznamné&jsi nez
u ptakdt a savcl, nebot télesnd teplota ryb je zavislad na
teploté vody a ji jsou nasledné ovliviiovany viethny télesné
procesy vcéetné imunitni odpovédi 1 multiplikace viru. Bylo
prokazano, 8e ztraty pladku pstruha duho&ého na IPN infekci
byly pfi 6 .C podstatné niz$i nez pfi 10 “C a Ze témérf usta-
ly pfi 16 “C. Mechanismus rezistence prfi vys$sich teplotich
je vysvétlovan produgci interferonu a protildatek a pri niz-
kych teplotach (4-5 YC) zase inhibici replikace viru v orga-
nismu. Ztraty se v nemocnych obsadkach pohybuji v rozmezi od
10 do 90 %. :

Otazky protilatkové odpovédi ve vztahu k rezistenci
a vironosidstvi nejsou doposud jednoznaéné osvétleny. Bylo
sice ovéreno, Ze vironosiéi maji budto nizky titr protila-
tek, nebo jsou zcela bez protilatek, a Ze u pstruhll s vyso-
kym titrem virusneutralizaénich protilatek nebyl virus izo-
lovdn vibec, nebo jen v nizkém titru. Pro¢ vsak stejné infi-
kované ryby jednou reaguji na virovy antigen tvorbou proti-
latek a jiné nereaguji a stdvaji se vironosicéi. nebylo zatim
osvétleno. Zda se pravdépodobné, Ze je to ndasledkem imunolo-
gické tolerance. Také dosavadni pokusy o vyvoj ucinné vakci-
ny proti IPN byly rietspésné. -

Vedle teploty hraje znaénou ulohu i kvalita vody, ze-
jména koncentrace kysliku a amoniaku a nejriznéjSich primési
toxickych latek. Také dal3i stresujici faktory. jako je nad-
mérnd obsadka a nevhodné =zachdzeni s rybami, mohou zvySovat
vyskyt onemocnéni, nebot sniZuji specifickou i nespecifickou
rezistenci organismu. Rovnéz kvalita krmiva mze hrat vy-
znamnou ulohu.

5. Klinické pfFiznaky a patologické zmény

Onemocnéni zac¢ina vétsinou n%hle u rychleji rostoucich
jedincd p£i teplotdch vody do 14 “C Jednim z prvnich pfi-
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znakl onemocnéni byvaji poruchy v plavani, predstavované
nejcéastéji spirdlovitym otdc¢enim nemocného plidku kolem po-
délné osy. Pozdéji lezi pludek na boku a Casto klesa ke dnu
nebo je odtékajici vecdou prfitladen na mriZzku u vytoku.

Pfi rychlém prubéhu onemocnéni (zv1lasté u malého plad-
ku) nemusi byt zjistitelné 2Zadné makroskopické zmény. V né-
kterych pripadech je u subakutniho priibéhu pozorovana ritizné
vyraznid dilatace dutiny télni, drobné krvaceniny na serézach
a v oblasti pylorickych pfivésk. Dilatace traviciho traktu
je zplisobena mlééné zkalenym hlenem. Nékdy byva u nemocnych
kustt dilatace Zlucového méchyrfe. Jatra a ledviny jsou v né-
kterych pfipadech bledé, anemické, jJjindy prekrvené, ve vét-
3iné prfipadid velmi krfehké. U nemocnych kusi mohou byt zjis-
tovany i tmavsi pigmentace kize, exoftalmus nebo krvaceniny
v kiizi a v zadkladu ploutvi. Zabry nebyvaji postizZeny.

Histopatologické ndlezy

V akutni fazi onemocnéni je u pludku mozZno na sliznici
jicnu, zaludku, pfedni a zadni ¢asti stfeva a na pylorickych
pkivéscich zjistit akutni aZz nekroticky zanét. V pocdateénich
fazich se zanét projevuje rizné vyraznym zdufenim epitelidl-
nich bunék a silnym vylucovdnim hlenu. V pokroc¢ilejsim sta-
diu choroby dochazi ke kompletni nekrdze spojené s karryore-
xis jader a k odlupovédni sliznice. Histologicky obraz vyka-
zuje na povrchu sliznice eozinofilni éervené nekrotické masy
s bazofilnimi modrymi pruhy jadernych zbytki. Infiltraci la-
mina propria zanétlivymi buitkami jsme nikdy nezjistili.

V  pankreatu jsou degenerativni az nekrotické zmény
v zacdatku onemocnéni rozlozeny loziskové, v pribéhu onemoc-
néni se diftzné roz$ifuji. Acinarni struktura pankreatické
tkané se ztraci a méni se v amorfni eozinofilni masy. Poca-
teéni prekrveni tkané postihuje pouze ojedinélé aciny.
V dal$im prubé&hu dochazi k jejich pyknéze a k nekréze celych
okrsklt. V pokroéilej$im stavu onemocnéni se prostory po
nekrotickych acinech vyplnuji fibréznim vazivem.

V prepardtech fixovanych formolem je moZno pozorovat
v pocéateénim stadiu -nemoci v degenerativnich zménach
pankreatické tkané, nezdvisle na loziscich acindarnich struk-
tur, malé, kulaté. tmavé, silné bazofilni struktury, které
maji v nékterych pfipadech kolem nezbarvenou tzkou zénu. Ta-
to téliska jsou zjistovana i pfi hladovéni u zdravych pstru-
ht a nelze je spojovat primo s IPN.

Zmény na ostatnich orgdnech nejsou charakteristické.
Jatra mohou vykazovat ruzné stupné tukové infiltrace, pre-
krveni a aktivace RHS. Ledviny jsou ¢asto pfekrvené, cévy
dilatované. )

Upozornénit

Na =zakladé klinickych pgiznakd a patomorfologickych
zmén nelze exaktné diagnostikovat IPN, protoze mohou byt
doprovodnym symptomem i onemocnéni jiné etiologie.



6. Laboratorni diagnostika IPN

Diagnostika infekéni nekrdézy pankreatu je zaloZena na
metodach prikazu wviru IPN. Sérologickd stanoveni nejsou
v soudasnosti pouzZivana pro rutinni diagnostiku, stejné jako
metoda plazmidovych profild (PCR), i kdyZ v budoucnosti lze
ocekdvat rozs$ifené vyuziti téchto metod. .

6.1 Odbér vzorki

V chovech povaZovanych za prosté nadkazy se vySetfovani
provadi u pladku ve 2.- 4. tydnu po zaddtku rozkrmovani.
Druhé vySetfeni se provadi 4 - 6 tydni po prvnim vysetfeni.

K laboratornimu vySetfeni se odebird nejméné 30 ks ryb,
které vykazuji atypické chovani &i se jevi jako klinicky ne-
mocné. V pfipadé absence takovychto ryb se berou k vySetfeni
ryby zdrZzujici se u konce odchovného Zlabu.

Pokud jsou v chovech genera¢ni ryby, do virologické
testace chovu by mély byt zahrnuty jikry a ovaridlni tekuti-
ny od 30 ryb s tim, Ze od ka2dé jikernacky se bere do vySet-
feni alespoi 50 jiker.

Pokud je v zarizeni vice druhi ryb vnimavych k viru
IPN, musi byt v odebraném vzorku tyto ryby zahrnuty.

Odlov ryb uréenych pro laboratorni virologické vysSetfe-
ni se provadi bezprostfedné pied jejich pfevozem do labora-
tofe. Je vhodné pouZit plastové pytle s kyslikovou atmosfé-
rou. Teplota bé&hem transportu nesmi pfekrodit 15 °C. Uhynulé
ryby se pro virologické vysetfeni nehodi.

Pokud je moZné zajistit sterilni odbér orgént mimo la-
boratof, lze je v médiu se zvysenou koncentraci antibiotik
k vyéetSeni transportovat pfi dodrzeni poZadavku na teplotu
(0 - 5 VC).

6.2 Zpracovdni vzorki

Pro virologické vySetfeni se odebiraji ledviny, jatra
a slezina.

U ryb wvelikosti 40 - 60 mm se odstrani hlava a ocas
a télo s vnitfnostmi je po rozstfihdni na mendi kusy homoge-
nizovano.

Z odebranych organt, pfipadné c¢éasti téla se ve tifecich
miskdch pfipravi desetiprocentni suspenze v nékterém z kul-
tivad¢nich médii (Hanks, Earle, MEM) bez séra, do kterého se

pfidd nejméné Skrat vice antibiotik (500 m.j. penicilinu
a 500 pg.ml” streptomycinu). Organova suspenze se ponechd
v lednici pfes noc pfi teploté 4 “C a poté se odstfedi pii
3 000 ot.min”*. Takto ziskand tekutina se pouzije k infekci

bunéénych kultur.
Ryby men$i neZ 40 mm jsou pouZity pro homogenizaci ce-
1é. Organy od 10 ryb tvofi jeden smésny vzorek.

6.3 Bunécné kultury
[zolace viru na bunédnych liniich se provadi v pfipadé
pozitivniho vysledku ELISA testu organovych suspenzi, ¢i

v pfipadé podezfeni z nakazy I[PN.
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K izolaci virl patogennich pro ryby jsou pouZivény bu-
nééné linie EPC (epithelioma papulosum cyprini), BF-2 (blue-
gill fibroblast), CHSE (chinook salmon embryo), FHM (fathead
minnow), RTG (rainbow trout gonads) a dalgi. Vzhledem k os-
tatnim virologickym vy$etfenim u ryb doporudujeme soudasné
pouziti dvou bunéé&nych linii, EPC ' a BF-2 (FHM).

-Pro linie bunék EPC a BF-2 je vhodna kultivac¢ni teplota
28 a 24 YC. Buiiky jsou kultivovany v MEM médiu s Earlovymi
solemi, 10 % b9v1nniho fetalniho séra a antibiotiky (penici-
lin 100 IU.ml1"* a streptomycin 100 pug.ml™ ).

V pfipadé kultivace bunék v otevieném systému (24 jam-
kové desky Multidish Nuclon) Je médium pufrovano v systému
Tris-HC1l na pH 7,6.

1. Pro izolaci viru jsou pouZity 24hodinové kultury bu-
néénych linii, pficemZ optimdlni je plocha porostla
z 90 % bunécnym monolayerem.

2. Inokulace buné&k se provadi supernatantem orgénovych
suspenzi tak, aby kone&¢né fedéni v jamkach bylo
1 : 100 a 1 : 1000, Pro kazdé fedéni jsou pouZity
dvé paralelni jamky.

3 Inf&kované buné&é&né linie jsou inkubovany 7 dni pri
15 YC a denné¢ kontrolovany na pritomnost cytopatic-
kého efektu (CPE). JestliZe po 7 dnech neni CPE pa-
trny, infikované linie se zmrazi a rozmrazi a médium
ze v8ech jamek jedné 1linie inokulovanych jednim
smésnym vzorkem je slito. Nadsledné je slité médium
pouzito jako inokulum pro subkultivaci ve druhé pa-
sazi stejnym zplsobem jako prve.

4. JestliZe se nedostavi po dal$ich 7 dnech CPE, test
se ukonéi. Kultivaéni tekutiny po 1. i 2. pasazi
jsou vySetfeny ELISA testem pro piipad replikace vi-
ru pfi absenci CPE.

5. V prfipadé vyskytu CPE se ihned pfistoupi k identifi-
kaci viru.

6.4 Identifikace viru

6.4.1 ELISA test

Jamky mikrotitra&ni plotny s navaznou specifickou pro-
tildtkou prot:r viru IPN jsou naplnény vySetfovanymi roztoky
(terénni vzorky, pozitivni a negativni kontrolni antigeny).
Je-1i virus ve vySettovaném roztoku pfitomen, dochazi k vaz-
bé virovych antigend na protilatky. S témito antigeny pak
pfi dals$i inkubaci reaguji krélic¢i protilatky proti wviru
IPN. Vazba krdalidich protildtek je prokazovdna béhem dalsi
inkubace s roztokem konjugatu (POD-SwARIgG) a vizualizovéana
po naneseni roztoku substratu.



6.4.2 Imunofluorescendéni test

Pfimou i nepfimou imunofluorescencni mertodu lze vyuZic
jednak k identifikaci virovych izoldatd, jednak k  pimému
prikazu viru IPN v fezech z orgdand vySetfovanych ryb, tedy
k diagnostice onemocnéni. ‘

a) Identifikace viru

Imunofluorescenéni vysSetfeni k identifikaci nové izolo-
vanych virtl se provadi na sklicdkach s narostlymi a infikova-
nymi bunédénymi kulturami. Preparaty se prohlizeji ve fluo-
rescenénim mikroskopu a pfitomnost viru IPN se projevi jas-
nou zlutozelenou fluorescenci v cytoplazmé vySetfovanych bu-
nék.

b) Pfimy prikaz viru v orgéanech

K prikazu viru pfimo v orgdnech se vzorky fixuji ve
vychlazeném acetonu. Pliidek do velikosti 30 mm se po usmrce-
ni vpichem do hlavy fixuje cely, u vétsiho plidku se pred
fixaci ustfihne hlava a kauddlni édst téla. Z vétsich kust
se odebiraji jednotlivé organy, a to z2Zdabry, pylorické pri-
vésky s pankreatem, Zaludek a stfeva, predni a zadni ledvi-
ny. Od doby ollbéru do doby fixace nesmi uplynout vice nez
S min.

U nemocného pludku se virus v akutnich pfipadech proka-
zuje hlavné v epitelialnich burikach stfevniho <traktu,

u Pdy_» pak v cytoplazmé epitelidlnich bunék primarnich led-
vinnyc tubult a v cytoplazmé epitelidlnich bunék acinti
pankreatu.

Specifitu fluorescence je nutno provéfovat soubé&Znym
kontrolnim vySetfenim pouzitych ingredienci.

6.4.3 Neutralizacni test

1. Médjium obiahujici virus je narfedéno na koncentraci
107“ a 1077,

2. Alikvoty jednotlivych rfedéni jsou smichdny s proti-
latkami proti IPNV (titr alesporn 2000 pro 50%-ni
plakredukci) a se samotnym kultivaénim médiem.

3. Smési jsou inkubovdny 1 h pfi 15 YC a nasledné
pfeneseny na monolayery bunéénych linii (alespon dveé
kultury na jedno fedéni).

4. Bunééné kultury se vzorky jsou inkubovany pti 15 oC.

5. Vzorky jsou pravidelné kontrolovany. Jakmile je
v protilatkami neneutralizovanych kontroldch zazna-
menan vyskyt CPE, vysledky jsou odeCteny bud prostou
mikroskopii, ¢i po sliti kultivacniho média obarve-
nim krystalovou violeti.

6. Virus je identifikovan jako IPNV, jestlize CPE chybi
nebo je vyrazné snizen v kulturach s virem osetfenym
IPNV specifickou protildatkou, zatimco v ostatnich
bunéénych kulturiach je CPE pritomen.



6.4.4 Elektronovd mikroskopie

Pro elektronové mikroskopicky prikaz a identifikaci vi-
rovych izoldatd na bunéénych kulturdch lze vyuzZit metod nega-
tivniho barveni, imunoelektronové mikroskopie a ultratenkych
fezi.

7. Stanoventi diagnézy a diferencidlni diagnostika

Diagnéza se stanovi na zakladé klinického, patologické-
ho, epizootologického a virologického vysetfeni zhodnocenim
vyse popsanych pfiznakl a ndlezd, pfi soudasném vyloudeni
jinych pficéin. Pro stanoveni diagnézy je rozhodujici izolace
viru.

z diferencidlné diagnostického hlediska je nutno
provést nasledujici vySetfeni a vyloucit dalsi mozZné pricdiny
onemocnéni, které mohou postihovat ryby mlad$ich vékovych
kategorii a projevovat se zvysenymi ztrdtami.

7.1. Hydrochemické priciny
-

P#i intenzivnim odchovu na Zlabech s hust$i obsadkou
a pri vy35i teploté nutno vysetfit koncentraci kysliku ve
vodé (nema poklesnout pod 80 % nasyceni), pH vody a koncent-
raci nediSOfiovaného amoniaku (hodnoty nemaji prekroéit
0,0125 mg.1™" u Pd 5_1). V pfipadé potfeby zajistime vy-
Setfeni dal$ich hydrochemickych ukazateld uzivanych v chovu
ryb.

7.2 Otravy

Pfi nahlém uhynuti vét$iho mnozstvi obsadky nutno za-
jistit toxikologické vySetfeni napajeci vody.

7.3. Alimentdrai pFidiny intoxikace

Nezavadnost krmiva je Jjednim =z hlavnich pfedpokladi
uspés$ného odchovu plidku, proto jeho posouzeni vénujeme po-
zornost jiz pfed zacdtkem rozkrmovani i pfi kazdém zvySeném
hynuti. V indikovanych pfipadech zajistime rozbor pouzivané-
ho krmiva, zejména se zamé€fenim na ¢islo kyselosti tuku, pe-
roxidové a 2-thiobarbiturové cislo, kyselost vodniho vyluhu,
obsah amoniaku, ptfipadné dalS$i vySetfeni (bakteriologické,
obsah NaCl aj.). ProtoZe nervové priznaky onemocnéni jsou
pozorovany i u nékterych avitamindéz, bereme pfi hodnoceni
ztrat v tvahu i tuto moZnost a zajistime pfislusné vySetfe-
ni. V kazdém ptipadé je vSak nutno pfi zvyseném thyvnu vy-
Setfit krmivo na aflatoxin By, ke kterému je pstruh znaéné
citlivy.

7.4. Parazitdrni onemocnént

Mikroskopickym vySetfenim seS8krabu kaze a Zaber je nut-
no vyloudit invazi /chthyobodo necator, ktery se maZe silné
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pomnozit zejména ve zhusSténych obsadkach u pladku oslabeného
jinymi faktory (niz3i pH, nevhodnd vyziva apod.).

Silné invaze Hexamita salmonis spojené s poruchami
plavani, nechutenstvi a zménami 2aludku a stfev jsou rovnéz
podminény faktory oslabujicimi pladek. Diagnézu stanovime
mikroskopickym vysSetfenim obsahu zadni casti stfeva a
Zzlucéového méchyre. .

Pfi vyskytu nekoordinovaného, manéZovitého krouzeni je
nutné vylouéit i myxosomézu lososovitych (ptivodce Myxosoma
cerebralis; dle nejnovéjs$ich poznatki je puvodce oznacdovan
Myxobolus cerebralis). Pfi akutnim stadiu choroby nelze ve-
getativni stadia v nativnich preparatech prokazat; je nutné
histologické vySetfeni. V pozdé€jSim stadiu (asi 3 mésice po
invazi) 1lze mikroskopicky pfi zvét3eni asi 450krat zjistit
spory v rozdrcené chrupavéité a kostni tkani pladku. Koned-
nou diagndézu je viak nutno stanovit laboratornim vySetfenim
prfi pouziti nékteré =z metod umoZfiujicich koncentraci spér
z vySetrovanych tkéni.

7.5. Bakteridlni onemocnént

Zejména nutno vyloudit myxobakteriézu Zaber. Provedeme
orientadni mikroskopické vySetreni * nativnich preparatt  ze
Zabernich listkh (pfi velkém =zvét3eni) na pritomnost flexi-
bakterii; nalez +typicky pilifovité uspofadanych tyéinek,
které maji specificky klouzavy pohyb. (Upozornéni: pfi po-
$kozeni Zaber riznymi vlivy miZe dojit k pfemnoZeni i jinych
druhit podminéné patogennich bakterii bézné prfitomnych ve vo-

_dé, které maji rovnéz tvar tyGinek a ve vétd$iné pfipadd jsou

pohyblivé. Barveni dle Grama neni spolehlivym rozlisovacim
kritériem - vSechny tyc¢inkovité vodni bakterie jsou Gr-.).
Spolehlivd diagnéza flexibakterii je jediné moZna pfi kulti-
vaci na zivné pudy (Cytophaga agar) s naslednou typizaci
zachycenych kmentt (odlisSerni od saprofytickych myxobakterii).
Klinické pfiznaky se projevuji zejména nechutenstvim, plava-
nim u hladiny a prfiznaky duseni. Skfele byvaji ¢asto Siroce
rozevrené.

DalsSim onemocnénim, které probihid ve stejném obdobi ro-
ku, je bakteridlni hemoragicka septikémie (ERM), zpusobovana
bakterii Yersinia ruckeri. Onemocnét mohou vSechny lososovi-
té ryby v€etné sihti a hof. Jiné ryby neonemocni, ale mohou
byt pfenase¢i jeho plvodce. Klinicky onemocni obvykle ryby
v prvnim roce zivota za pfiznakd malatnosti, inapetence,
ztmavnuti téla, zéervenani skfelovych vicek, krvdcenin u ba-
ze ploutvi, na cCelistech a hornim patfe. Pri pitvé se zji§-
tuji krvaceniny na vnitfnich organech, pobfisnici a tuku.
Slezina je =zvét3ena. Diagnéza se stanovi zjisténim pavodce
pfi bakteriologickém vySetfeni.

7.6. Virovd onemocnént

Z virovych onemocnéni je nutno vylouc¢it virovou hemora-
gickou septikémii (VHS), ktera postihuje rizné vékové kate-
gorie pstruha duhového a sivena amerického (experimentalné
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lze infikovat i pstruha obecného). Plvodcem je virus zarfaze-
ny do skupiny rhabdovirti. Od plivodce IPN se¢ 1i%i morfologic-
ky a sérologicky; mnozi se 1 v bunéénych kulturdch FHM. Pa-
tologické zmény u postiZenych ryb jsou charakterizovany
drobnymi krvAceninami na serdézdch i na povechu téla. P#i
akutnim pribéhu u mladsich ryb je fada klinickych a patolo-
gickych ptiznakd obdobnd jako u IPN. Pfi protrahovaném qne-
mocnéni lze zjistit zdufeni ledvin, exoftalmus a anémii 2Za-
ber. Rozhodujici pro diagnézu je vysledek virologického vy-
Setfeni.

Z dal3ich virovych onemocnéni pfipadd v dvahu infekéni
hemopoeticka nekréza, kterda postihuje pstruha duhového
a dals$i lososovité ryby. Pivodcem je virus ze skupiny rhab-
dovirti, ktery se li3i od VHS prfedevsim sérologicky, morfolo-
gické rozdily viru nejsou pii bézZném vySetfeni postfehnutel-
né. Klinické priznaky mohou byt obdobné jako u IPN a VHS,
patologické zmény postihuji zejména krvetvornou tkan ledvin.

8. Lécba IPN

Pfes d&etné pokusy nebyla zatim 2adnd lééebnd metoda
Uspésna.

9. Opatrent pri vyskytu

Po zjisténi plvodce ndkazy se v chovu nafizuji ochranna

a zdolavaci opatfeni, protoZe IPN patfi podle nasich veteri-

narnich pfedpis@t (Vyhl. &. 117/87 Sb.) mezi nebezpe&né ndka-

ZY s

Tato opatfeni zahrnuji zejména:

a) vymezeni ohniska nakazy a ochranného pasma

b) uzdvéru chovu a jeho oznadeni vystraznou tabulkou: Nebez-
pecna nakaza - vstup zakdzan

c) zakaz premistovani jiker, mlic¢i a ryb z a do ohniska na-
kazy

d) provedeni epizootologického pruzkumu, ktery je zamé&fen na
zjisténi moZnosti zavleceni ndkazy do tohoto chovu a moz-
nosti pfenosu ndkazy z tohoto chovu pfed stanovenim diag- ’
nozy N

e) nedkodné odstranovani uhynulych ryb v ohnisku nakazy
a ochranném pasmu (pfes asanacni ustavy)

f) z ohniska nakazy je moZné povolit jen dodavku trznich ryb
pro primou spotfebu nebo zpracovani. Ryby nevhodné pro
lidskou vyzivu je moz2né zkrmit jinym zvifatdm nebo ne-
$kodné odstranit. V obou pfipadech je nutno dodrzet opat-
feni, kterda zabrani rozvlékani nakazy

g) priabséZnou dezinfekci objekttd. technologickych zafizeni,
dopravnich prostifedkl a pracovnich pomlcek

h) podle nakazové situace a mistanich podminek mohou byt sta-
novena dals$i opatfeni



10. Podminky ke zdoldni ndkazy

Opatfeni uvedend.v piedchozi kapitole mohou byt odvola-

na a nakaza prohldsSena za zdolanou za té&chto podminek:

a) byla provedena zavéredna dezinfekce

b) po novém obsazeni objektu vnimavou rybou nedoslo v pozo-
rovaci dobé, kterd je dva roky, k vyskytu nakazy nebo po-
dezfeni =z ni. Bé&hem této doby musi byt provadéna kazdo-
roé¢né vySetfeni uvedenid v kapitole 6. Pocéty ryb zasila-
nych k vySetfeni se musi zvysit na 150 kusi. Odbéry vzor-
ki k té€mto vySetfenim musi provadét tfedni veterinarni
l1ékar

c) v pfipadé, Ze je objekt po zavéreéné dezinfekci prizdny,
miZe se pozorovaci doba zkratit na jeden rok

11. Prevence

Zikladem YUspésné prevence této nakazy je dodrZovani
protindkazovych opatfeni ve zdravych chovech. Za chov prosty
této nakazy se povazZuje takovy, kde byla provadéna vySetfeni
uvedend v kapitole 6. po dva roky s negativnim vysledkem.
Jikry a ryby by mély byt nakupovdny jen ze zdravych chovi.
V3echny ptesunované ryby musi byt provazeny Osvédderninm
o zdravortnim stavu zvirat a ndkazové situaci v chovu, vysta-
venym soukromym veterindrnim lékarem (zak. ¢&. 112/94 Sb.).
Je v zadjmu chovatele, ktery ryby nakupuje, aby pozadoval,
aby v tomto Osvédceni bylo vyslovné uvedeno. Ze ryby pocha-
zeji z chovu prostého nebezpeénych nakaz a jinych hromadnych
onemocnéni ryb, protoZe jen tak je zaruceno, Ze na tyto na-
kazy bylo provedeno pfislusné vysSetfeni ve stanovenou dobu.

Z protindkazového hlediska je .nejvhodnéjsi uzavrieny
obrat hejna ryb, pripadné podle provoznich podminek turnuso-
vy zpiisob chovu. Remontni a generac¢ni ryby je nutné chovat
oddélené d jinych kategorii ryb.

Jednim z rozhodujicich faktort v ochrané zdravi ryb je
kvalita a nezidvadnost vody. Pokud ma zavod vlastni lihei, je
nezbytné pro ni zajistit oddéleny zdroj pramenité vody (bez
ryb). Bylo prokiazéno, Ze priavé spoleény =zdroj vody (s prfi-
tomnosti vironosicéld) pro liheid i odchovnu byl pfic¢inou one-
mocnéni pladku. Kvalita vody byvd ovlivnéna nejen jejim
zdrojem, okolnim primyslem, zemédé&lstvim apod., ale i husto-
tou obsadky. Proto je bezpodmineéné nutné dodrzovat projek-
tovanou kapacitu objektd.

Dale je nutno chranit ryby pfed zbytecnymi zatézZovymi

vlivy - stresy. Protoze onemocnéni. IPN velmi ¢asto =zadina
pri rozkrmovani plddku, je nutno jej provadét postupné

a uvazené a ke krmeni pouzit jen kvalitni a zdravotné neza-
vadna krmiva. Prfi presunu pladku je trfeba Setrné zachazeni
a prepravu zkratit pokud moZno na minimum.

Likvidaci uhvnulvch rvb provadét budto v kafilerii nebo
v pripadé mensiho mnozstvi zakopdnim. Jama musi byt dosta-
te¢né hluboka i vzdalena od objektl. Dno jamy se vysype nej-
drive palenym nebo chlorovym vdapnem, poté se do ni ulozi
uhynulé ryby. které se opét posypou stejnvm dezinfekénim
prostredkem, jama se zasype hlinou, kterd se dikladné udusa.
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Nemocné nebo uhynulé ryby nelze zkrmovat star3im roénikm
(virus IPN neni nicen ani p#i pH 3,0), které se mohou stat
vironosié¢i, aniZ klinicky onemocni.

12. Dezinfekce

V  hospodédfstvi se provadi jednak pribézna dezinfekce
(po ukondeni turnusu a vyskladnéni obsadky), jejimz cilem je
hlavné ochrana obsddek pfed choroboplodnymi mikroorganismy,
jednak ohniskova dezinfekce, wurcéend k nicéeni (devitalizaci)
pivodcit chorob ryb pfi likvidaci ohniska nakazy.

Vzhledem k vysoké odolnosti viru IPN k zevnimu prostfe-
di (viz kapitola 3) i mnohym dezinfekénim prostfedkim je
nutny jejich peé¢livy wvybér. S ohledem na citlivost viru
k alkalickému prostfedi je vysoce ucéinny 2 % louh sodny.
Stejné ué¢inny je i 3-5 % formaldehyd. PouZivd se jich pre-
devsim na dezinfekci rybolovnych prostfedkd, odchovnych na-
drzi, krmitek pro pstruzi pltdek apod.. Pro tyto %éely je
vhodné i chlorové vapno v davce 400 mg.l~ vody
s l2hodinovym pisobenim. Pro zemni sadky se doporucuje chlo-
rové nebo palené vapno, prfipadné dusikaté vapno v bézZné po-
uzivanych davkach.

Upozornént

Pouziti louhu sodného k dezinfekci je podminéno moZnosti je-
ho neutralizace pfed vypu3ténim dezinfekéniho roztoku z na-
drzi do vodniho toku vzhledem k nebezpecéi poskozeni volné
zijicich ryb! Rovnéz pfi pouziti formaldehydu a chlorového
vdpna je zpritoénéni sadky mozZno provést az po detoxikaci
dezinfekénich roztoku.
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