Fakulta rybafstvi Jihoceska univerzita

a ochrany vod v Ceskych Budé&jovicich
Faculty of Fisheries  University of South Bohemia
and Protection in Ceské Budé&jovice

of Waters

Odbér vzork
pro bakteriologické
a virologické vysetreni ryb

Veronika Pia¢kova, Alois Cizek, Tomas Vesely,
Dagmar Pokorova

~—

O
* *
[ ! o%
evropsky [IRINNE
socialni . MINISTERSTVO SKOLSTV( OPVmIi ant l ..
- fondv CR EVROPSKA UNIE  WMLADEZE A TELOVYCHOVY  pro

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI







Fakulta rybarstvi Jihoceska univerzita
a ochrany vod v Ceskych Budé&jovicich

Odbér vzorka
pro bakteriologické
a virologické vysetreni ryb

Veronika Pia¢kova, Alois Cizek, Tomas Vesely,
Dagmar Pokorova

Vodiany



Vydani a textova pfiprava publikace byly uskute¢nény za financni podpory projektu:

Posileni excelence védeckych tymi na FROV JU
(CZ.1.07/2.3.00/20.0024)

= 7 a®
AR N
evropsky LA
socidini = MINISTERSTVO SKOLSTVI 0P Vaddtavand ..
4 fondvCR  EVROPSKA UNIE L VCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
Obsahova cdst publikace byla zpracovdna za finanéni podpory ndsledujicich projektii:

Jihoceské vyzkumné centrum akvakultury a biodiverzity hydrocen6z - CENAKVA
(CZ.1.05/2.1.00/01.0024), 40 %

Prevence zdvazZnych infekénich nemoci kaprovitych ryb
(NAZV QJ1210237), 40 %

Ministerstvo zemédélstvi CR - Vyzkum chorob zvitat, jejich prevence a ochrana
potravniho retézce (grant MZE 0002716202), 20 %

Vysledky projektu LO1205 byly ziskdny za finanéni podpory MSMT v rdmci programu
NPU |

Edice
Metodik
¢. 142

ISBN 978-80-87437-82-7



OBSAH

1. CiL METODIKY
2. POPIS METODIKY

3. PROBLEMATIKA DIAGNOSTIKY A LECBY BAKTERIALNICH
A VIROVYCH CHOROB V CHOVECH RYB

4. STRUCNY PREHLED NEJVYZNAMNE)SICH BAKTERIALNICH CHOROB
SLADKOVODNICH RYB

4.1. Erytrodermatitida kapri - viedovita choroba
4.2. Bakterialni septikémie ryb

4.3. Yersinioza

4.4. Renibakteriéza

4.5. Flavobakterioza

4.6. Kolumnaréza

4.7. Furunkuléza

4.8. Dalsi bakterialni onemocnéni

5. ODBER VZORKU PRO BAKTERIOLOGICKE VYSETRENI
V TERENNICH PODMINKACH
5.1. Pomiicky
5.2. Odbér vzorkl z koznich viedovitych zmén
5.3. Odbér vzorkl z organt dutiny télni
5.4. Seznam pracovist, na ktera je mozno se obratit v pfipadé potieby
bakteriologického vysetreni ryb
6. STRUCNY PREHLED NEJVYZNAMNESI’CH VIROVYCH CHOROB
SLADKOVODNICH RYB
6.1. Koi herpesviréza
6.2. Jarni virémie kapra
6.3. Virova hemoragicka septikémie
6.4. Infekéni nekréza krvetvorné tkané
6.5. Epizooticka nekrdoza krvetvorné tkané
6.6. Infek¢ni nekréza pankreatu

7. ODBER VZORKU PRO VIROLOGICKE VYSETRENI
7.1. Pomucky:
7.2. Odbér vzorka tkani
7.3. Seznam pracovist, na ktera je mozno se obratit v pfipadé potieby
virologického vysetieni ryb
8. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU”
9. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY
10. EKONOMICKE ASPEKTY
11. SEZNAM POUZITE LITERATURY
12. SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY METODICE

13. SLOVNICEK POJMU

o v wvw

10

10
11

11

1
12
12

15

17

17
17
18
18
19
20

20

20
21

22
23

23
24
24
25
26



1. CiL METODIKY

Poskytnout praktickym veterinarnim lékafdm i chovateldm ryb zakladni
prehled o nejvyznamnéjsich bakteridlnich a virovych chorobach, které se
vyskytuji v nasich produk¢nich chovech ryb. Vlastni metodicky postup popisuje
provedeni odbéru vzorkd v chovech ryb pro zakladni mikrobiologické vySetieni
ajejich transport na specializované pracovisté, kde maze byt provedeno vlastni
mikrobiologické (bakteriologické nebo virologické) vySetreni.

2. POPIS METODIKY

Metodika popisuje spravny zplGsob odbéru vzorkl tkani, eventualné celych
ryb, pro bakteriologické nebo virologické vySetfeni a optimalni podminky
jejich transportu do specializované laboratorfe. Zaroven obsahuje prehled
nejzavaznéjsich bakterialnich a virovych nemociryb, které se mohou vyskytnout
natzemi Ceské republiky, se zvla$tnim ddrazem nanemoci uvedené naseznamu
nebezpecnych nakaz. Tento seznam je jednou z pfiloh zakona ¢. 308/2011 Sb.,
kterym se méni zakon ¢. 166/199 Sb., o veterinarni péci a o zméné nékterych
souvisejicich zakon( (veterinarni zdkon), ve znéni pozdéjsich predpist (viz tab.
1). Seznam sledovanych nakaz se ¢as od ¢asu aktualizuje na zakladé legislativy
EU a momentalni nakazové situace v CR.

Tab. 1. Seznam ndkaz ryb povinnych hldsenim podle zdkona ¢& 308/2011, kterym se
meni zdkon ¢. 166/1999, o veterindrni péci a o zméné nékterych souvisejicich zakont
(veterindrni zdkon), ve znéni pozdéjsich predpisu.

Nakaza Plivodce Vnimavé druhy ryb*
Epizooticka nekroza Ranavirus pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss)
krvetvorné tkané (EHN) a okoun fi¢ni (Perca fluviatilis)
Epizooticky viedovy Aphanomyces rody: Catla, Chana, Labeo,
syndrom (EUS) Mastacembelus, Mugil, Puntius

a Trichogaster
Virova hemoragicka Rhabdovirus lososovité ryby
septikémie (VHS)
Infekéni nekréza Rhabdovirus  lososovité ryby
krvetvorné tkané (IHN)
Herpesviréza koi (KHV) Herpesvirus kapr obecny a kapr koi (Cyprinus carpio)
Infekéni anémie Orthomyxovirus pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss),
lososovitych (ISA) losos obecny (Salmo salar), pstruh

obecny (Salmo trutta)

* Kompletni seznam vnimavych ryb je uveden v aktudlnim OIE manudlu diagnostickych
testl pro vodni zivoc¢ichy (2013).
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A VIROVYCH CHOROB V CHOVECH RYB

Diagnostiku onemocnéni ryb v produk¢nich i zajmovych chovech provadéji
prakticti veterinarni lékari. Nékdy je v ramci diagnostiky potfeba pfristoupit
i k vySetfeni na specializovaném pracovisti. Tyka se to zejména pfipadd, kdy
se muze jednat o bakterialni nebo virovou infekci a je tfeba stanovit pfesnou
diagnézu z dlvodu potvrzeni & vyvraceni podezieni na ndakazu povinnou
hlasenim, nebo pro dolozeni opravnénosti ¢erpani pojistného plnéni v pripadé
uhynu pojisténé obsadky. V rybochovnych objektech s intenzivni produkci je
mozno na zakladé laboratorniho vySetfeni stanovit vhodny lé¢ebny postup.
Spravné odebrané a optimalnim zplisobem konzervované a transportované
vzorky tkani ryb zvySuji Sanci na ziskani relevantnich vysledkd nasledného
mikrobiologického vySetreni.

Bakteriologické laboratorni vySetfeni kromé identifikace patogenniho
mikrobialniho cinitele (bakterie) umoZziiuje také stanovit jeho citlivost vici
vybrané Skale antimikrobnich latek (antibiotika, chemoterapeutika). To je
z hlediska |é¢by bakteridlnich onemocnéni velmi dilezité, protoze aplikace
antibiotik ,naslepo” mlze byt nejen neefektivni, ale mize také pfispét
k nezadoucimu ,otuzovani” bakterii a posilovani jejich rezistence vuci
antimikrobnim lécivaim.

V soutasné dobé& je v CR k 1é¢bé bakteridlnich infekci registrovano pouze
medikované krmivo pro kaprovité s antibiotickou ucinnou slozkou Rupin
Specidl a.u.v. (U¢. I. Oxytetracyklin) a pfipravek Flumiquil 50% pulv. a.u.v. (G¢.
I. Flumequinum) (Kolafova a Svobodovd, 2009). Vzhledem k dlouhodobému
ploSnému, mnohdy neopodstatnénému a nespravnému pouzivani Rupinu
Special v rybarskych provozech je nyni v nasich chovech ryb rozsifeno mnoho
kmend bakterii, které jsou na oxytetracyklin rezistentni (Cizek a kol., 2010)
a |écba timto antibiotikem je neldinna. Zatizeni vodniho prostredi antibiotiky
mlze mit za nasledek nejen problémy pfi Ié¢eni nemoci ryb, ale také vznik
rezistentnich kmenu bakterii zoonotického charakteru (prenosnych na ¢lovéka)
(Weir a kol., 2012).

Vcasné a spravné provedeni odbéru vzorkd ryb a jejich nasledné
bakteriologické vySetifeni s urcenim citlivosti na antibiotika dava veterinarnim
Iékaflm mozZnost zvolit Gcinné lécivo. V pripadé, Ze neni k dispozici
antibakterialni latka registrovana pfimo pro ryby, maji veterinarni Iékafi moznost
zvolit tzv. ,lécivo druhé volby” neboli pouzit |éCivo ,off label”, coz znamena, Ze
na svou zodpovédnost mohou predepsat nebo aplikovat i IécCivo, které neni
registrovano pro ryby. V pfipadé, ze se jedna o |é¢bu potravinovych ryb, musi
byt lé¢ivo registrovano pro jina potravinova zvifata a musi se dodrzet nasledna



ochranna Ihdata 500 dennich stupnid. V chovech okrasnych a akvarijnich ryb je
mozno pouzit i lé¢iva humanni.

Veterinarni péce v chovech ryb je provadéna v souladu se zakonem ¢.
166/1999 Sh., o veterinarni péci ve znéni pozdéjsich predpist (dale jen zakon)
a podle vyhlasky ¢ 290/2008, o veterinarnich pozadavcich na Zivocichy
pochazejici z akvakultury a na produkty akvakultury, o opatfenich pro
prfedchazeni a zdolavani nékterych nakaz vodnich Zivocichl (dale jen vyhlaska).
Z téchto legislativnich norem vyplyvaji povinnosti nejen pro praktické
veterinarni Iékare plsobici v chovech ryb, ale i pro vSsechny ostatni osoby
nakladajici s zivymi rybami (chovatele, prepravce, prodejce atd.).

Soucasti zakona i vyhlasky je seznam exotickych a neexotickych nakaz ryb
(viz tab. 1), na které se vztahuji zvlastni opatreni. Pokud na zakladé klinického
a patoanatomického vysetieni vznikne podezieni z onemocnéni ryb nékterou
z téchto nakaz, vztahuje se na vSechny zucastnéné (veterinarniho lékare,
majitele, oSetfujici personadl, prepravce, prodejce atd.) zakonem stanovena
povinnost ohlaseni této skutec¢nosti Statni veterinarni spravé, kterad rozhodne
o dalSim postupu véetné odbéru vzorkd.

4. STRUCNY PREHLED NEJVYZNAMNE)SICH BAKTERIALNICH

CHOROB SLADKOVODNICH RYB

4.1. Erytrodermatitida kaprda - viedovita choroba (Erythrodermatitis
cyprini; angl. Carp Erythrodermatitis, Ulcer Disease; CE)

Pavodcem jsou ,atypické kmeny” Aeromonas salmonicida. Jedna se
o subakutni az chronické infekéni onemocnéni, které postihuje kazi. Kromé
kaprG (Cyprinus carpio)se mUze vyskytnout i u jinych druhd kaprovitych ryb
(napt. karasl; Carassius carassius), pak se oznacuje jako viedovita choroba
pfislusného druhu ryb.

Vnéjsi zmény: krvaceniny v klzi s cervenou zanétlivou zénou, ktera se
postupné Sifi. PoSkozenim tkané kdze se vytvofi centralni vied, a to kdekoliv
na povrchu téla, nejcastéji na bocich. Infikované ryby nepfijimaji potravu a jevi
se tmavéji zbarvené.

Vnitini zmény: nekréza ledvin, krvaceniny v mezenteriu, lokalizované
krvaceniny ve strevé a jatrech; tmava a zvétSena slezina (Austin a Austin, 2007;
Svobodova a kol., 2007; Noga, 2010).
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4.2. Bakterialni septikémie ryb (angl. Septicaemia, Haemorrhagic Septi-
caemia, Redsore Disease, Fin Rot, Motile Aeromonad Infection; MAI)

Pivodcem je Aeromonas hydrophila, A. sobria a jiné druhy pohyblivych
aeromonad (dnes existuje 25 validnich druhi aeromonad). Jedna se o oportunni
plvodce, ktefi vyvolaji onemocnéni u celkové oslabenych ryb (napf. vlivem
stresu nebo husté obsadky) nebo u ryb trpicich jinym onemocnénim. Vnimavé
jsou vsechny druhy ryb.

Vnéjsi zmény: krvaceniny v kazi, tvorba viedd (ulcerace) ve svrchni vrstvé
kGze, exoftalmus.

Vnitifni zmény: casty je otok ledvin, zvétSena slezina, vodnatelnost,
lokalizované krvaceniny na ser6zach a vnitfnich organech (Austin a Austin,
2007; Noga, 2010).

4.3. Yersinioza (angl. Yersiniosis, Enteric Redmouth Disease; ERM)

Pivodcem onemocnéni je Yersinia ruckeri. K infekci jsou vnimavé
lososovité ryby, zejména pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss).

Vnéjsi zmény: krvaceniny nebo eroze kolem tlamy; svétla zabra, exoftalmus,
zvétSeni dutiny brisni, zacervenalda opercula a baze ploutvi; zanétlivy
a hemoragicky fitni otvor.

Vnitini zmény: zanétlivé zmény a krvaceniny ve vétsiné vnitfnich organg;
zvétSena slezina, jatra a ledviny; jatra mohou byt svétla; vodnatelnost dutiny
bfisni, Zaludku a stfeva; zanét a krvaceniny v zadnim Useku stfeva s krvavym
obsahem (Austin a Austin, 2007; Svobodova a kol., 2007; Noga, 2010).

4.4. Renibakteriéza (angl. Bacterial Kidney Disease; BKD)

Pivodcem onemocnéni je grampozitivni nepravidelnd tycinka
Renibacterium salmoninarum. Jednd se o velmi nebezpec¢né infekéni
onemocnéni lososovitych ryb, z nich nejvice postizen byva siven americky
(Salvelinus fontinalis).

Vnéjsi zmény: exoftalmus, zvétSeni dutiny bfisni, nékdy puchyrky na kazi
vypIlnéné jantarové zluté az smetanové zabarvenou hnisavou tekutinou.
V pokrocilém stadiu onemocnéni se mohou objevit zmény také ve svaloviné.

Vnitfni zmény: svétlé a zdurelé ledviny, abscesy v ledvinach, jatrech
a sleziné; vodnatelnost, plynaté stfevo s tekutym obsahem (Austin a Austin,
2007; Svobodova a kol., 2007; Noga, 2010).



4.5. Flavobakteriéza (angl. Cold Water Disease)

Pivodcem onemocnéni je Flavobacterium psychrophilum. Nej¢astéji byva
postizen plidek pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss).

Vnéjsi zmény: ztmavnuti ocasu, bilé nebo namodralé okrsky za hrbetni
nebo tukovou ploutvi¢kou; ztrata epidermis ve hrbetni ¢asti nebo na ocasnim
nasadci, eroze v kiizi na ocasnim nasadci az s obnazenim kosterni svaloviny;
ztrata ocasni ploutve, eroze na hlavé (horni nebo dolni ¢Celist); krvaceniny
na zabrach a anemie. V nékterych pripadech mohou vnéjsi pfiznaky chybét.

Vnitini zmény: vétSinou nejsou viditelné, ale nékdy je zvétsena slezina (Ize
prokazat velky pocet vlaknitych tycinek v otiskovych preparatech); krvaceniny
v tukové tkani (Austin a Austin, 2007; Svobodova a kol., 2007).

4.6. Kolumnaroéza (angl. Columnaris, Saddleback Disease)

Pivodcem onemocnéni je Flavobacterium columnare. Vnimavé jsou
mladé lososovité ryby, sumci (Silurus glanis) a mnoho dalsich druh@.

Vnéjsi zmény: nejdfive se objevi malé bilé az zluté skvrny (léze), které
mohou mit Cerveny okraj. Jsou lokalizovany na hlavé, Celisti, hrbeté, a/nebo
ocase. Mohou byt také infikovana zabra, pak onemocnéni zacina na Spic¢kach
lamel a vyvolava progresivni nekrézu, ktera mdze zasahovat az bazi zabernich
obloukd. Bakterie maji v nativnim preparatu charakteristicky klouzavy pohyb,
v otiskovych barvenych preparatech pozorujeme shluky bakterii, které maji
vzhled kupky sena.

Vnitini zmény: orgadny vétsinou nejsou postizeny (Austin a Austin, 2007;
Svobodova a kol., 2007).

4.7. Furunkuléza (angl. Furunculosis)

Pivodcem onemocnéni je bakterie Aeromonas salmonicida, ktera
primarné postihuje lososovité ryby.

Vnéjsi zmény: kozni puchyiky nebo furunkly, které mohou zvifedovatét
(zejména u dospélych ryb); prekrveni oci, baze ploutvi a fitniho otvoru.
V akutnich pfipadech muze byt patrné krvaceni ze Zaber.

Vnitini zmény: nekréza ledvin; krvaceniny v mezenteriu, lokalizované
krvaceniny ve strevé a jatrech; tmava a zvétSena slezina (Austin a Austin, 2007;
Svobodova a kol., 2007; Noga, 2010).

-10 -
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4.8. Dalsi bakterialni onemocnéni

V intenzivnich chovech lososovitych ryb se mohou ojedinéle vyskytnout
infekce zpusobené bakteriemi Streptococcus iniae, Nocardia spp.,
Flavobacterium spp. U sumcl (Silurus glanis) pak infekce mohou vyvolat
bakterie Edwardsiella tarda a E. ictaluri (Austin a Austin, 2007; Svobodova
a kol., 2007; Noga, 2010).

5. ODBER VZORKU PRO BAKTERIOLOGICKE VYSETRENI

V TERENNICH PODMINKACH

5.1. Pomicky

- jednorazové sterilni tampony

- Cisty plastovy tac (nebo jednorazova kartéonova podlozka)

- jednorazova drevéna Spachtle

- desinfikovana chirurgicka pinzeta (nebo jednorazova pinzeta)

- desinfikovany chirurgicky skalpel (nebo jednorazovy skalpel)

- chirurgické nazky (nejlépe desinfikované)

- transportni médium (nejlépe médium dle Amiese s aktivnim uhlim)
v plastovych zkumavkach

- zadanka o vysetieni vzorkd (k dispozici ke stazeni na www strankach
diagnostickych pracovist)

- obalka pro zaslani vzorkl k vySetfeni (nejlépe bublinkovad) opatfena
adresou prijemce (laboratore) a odesilatele

Chirurgické nastroje a jednorazové pomicky je mozno zakoupit
v prodejnach zdravotnického zasobovani a nékterych Iékarnach. V pripadé
pouzivani ocelovych chirurgickych nastroju je tfeba je pfed odbérem kazdého
vzorku (kazdého orgdnu) dikladné desinfikovat. Desinfekci je mozné provést
desinfek¢nim sprejem, varem ve vodé po dobu nejméné 30 min nebo vyzihanim
v plameni. Optimalnim zpGsobem oSetfeni nastrojl je sterilizace vodni parou
pri teploté 134 °C a tlaku 0,3 MPa po dobu 30 min (v autoklavu).

Zkumavky s transportnim médiem je mozno ziskat po pfedchozi domluvé
na nékterém z diagnostickych pracovist uvedenych v seznamu na str. 15-16.
Uskladnéné v chladnicce pfi teploté 4-10 °C je Ize prechovavat nékolik mésicu.

Odbéru vzorkt a jejich zasilani by méla vzdy predchazet domluva
s diagnostickym pracovistém, kam budou vzorky doruceny!
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5.2. Odbér vzorki z koznich viedovitych zmén

Zivou/¢erstvé utracenou/¢&erstvé uhynulou rybu poloZime na jednorazovou
kartonovou podlozku nebo cisty tacv poloze vyznacené na obr. 2. Jednorazovou
difevénou Spachtli setfeme z viedovité zmény hlen s nelistotami a obnazime
tak krvavou spodinu viedu. Sterilni tampon vyjmeme z obalu, uchopime
za ty¢inku a vlastnim vatovym tamponem setfeme obnaZenou spodinu viedu.
Pak tampon s odebranym vzorkem zanofime do transportniho média v plastové
zkumavce (obr. 1), ty¢inku zalomime, zkumavku fadné uzavieme a oznacime
Stitkem s ¢&islem vzorku. Cislo vzorku s popisem mista odbéru a zdravotniho
stavu ryb zapiSeme do Zadanky o vySetfeni (viz Priloha 1).

Pri postizeni vétSiho poctu ryb odebereme stéry z péti kusl ryb jednotlivé
do péti zkumavek.

Obr. 1. Po odbéru vzorku tampon ponofime do transportniho média (az ke dnu
zkumavky) - 1; ty¢inku tamponu zalomime - 2; zkumavku uzavieme — 3.

5.3. Odbér vzorkid z organi dutiny téini.

Rybu utratime Uderem do hlavy a polozime na jednorazovou karténovou
podlozku nebo cisty plastovy tac v poloze znazornéné na obr. 2.

Dutinu bfisni otevieme tak, Ze prsni ploutev uchopime sterilni
(desinfikovanou, jednorazovou) pinzetou a sténu bfisni nastfihneme na bazi
prsni ploutve sterilnimi (desinfikovanymi) ndzkami. Stfih vedeme od baze
prsni ploutve smérem dorzalnim za skifelovym vickem az pod medialni linii, kde
se setkdme s odporem svaloviny (obr. 2a). Dal3i stfih vedeme opét od baze
prsni ploutve a pokra¢ujeme smérem dozadu k ocasu ventralni bfisni sténou
az k fitnimu otvoru (obr. 2b). Pfitom dbame na to, abychom neporusili stfevni

-12 -
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trakt, jehoz obsahem bychom kontaminovali ostatni tkané. Od fitniho otvoru
pokracujeme v fezu dorzalné opét az ke hibetni svaloviné a dale pak kranialnim
smérem az se setkdme s prvnim fezem (obr. 2c).

Odstfizenou sténu bfisni odstranime a obnazime tak vnitfni organy a télni
dutinu (obr. 2d). Pfitom posoudime, zda neni v dutiné bfisni nahromadéna
tekutina (vodnatelnost, ascites).

Obr. 2 (a-d). Doporuceny postup pfi otevirdni dutiny télni.
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Po odchlipeni stény dutiny télni a obnaZeni vnitfnich organi odebereme
vzorky ke kultiva¢nimu vysSetfeni. K tomu pouZijeme jednorazovy sterilni
tampon, ktery vyjmeme z obalu, uchopime za tycinku a vlastni vatovy
tampon zatla¢ime/vpichneme do ledvin (obr. 3, 4 a 5). Poté tampon vlozime
do transportniho média ve zkumavce, zalomime tycinku, zkumavku uzavieme
vickem a oznacime Stitkem s ¢islem vzorku. Stejnym zplsobem provedeme
novymi tampony vpich do sleziny a do jater (hepatopankreatu) (obr. 3, 4 a 5),
tampony vlozime kazdy zvlast do transportni pady v nové zkumavce a opét
oznacime Stitkem. Pfi postizeni vétSiho poctu ryb odebereme vzorky z péti ryb
jednotlivé.

ledvina

slezina hepatopankreas (jatra)

Obr. 3. Topografie vzorkovanych orgdnti u kapra obecného (Cyprinus carpio) (podle
Luckeého, 1982).

g e SR

Obr. 4. Mista vpicha sterilnimi tampony pro odbér vzork( z vnitfnich orgdnd kapra
obecného (Cyprinus carpio) (Foto: Veronika Piackova).
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Obr. 5. Mista vpicht sterilnimi tampony pro odbér vzork( z vnitinich orgdndi pstruha
obecného (Salmo trutta) (Foto: Veronika Piackova).

Odebrané vzorky by mély byt pokud mozno neprodlené zabaleny a spolu
se zadankou odeslany poslem, postou nebo jinou dorucovaci sluzbou
na specializované pracovisté. Pfi prepravé vzork( by nemélo dojit k jejich
zmrznuti nebo naopak prehfati. Optimalni rozmezi teploty pro uchovani
a prepravu vzork(l v transportnim médiu je priblizné 4 az 30 °C.

Doba potfebna k provedeni bakteriologického kultivacniho vySetreni je
ovlivnéna narocnosti jednotlivych pavodctl, coz maze trvat od 4 do 10 dnl
av pripadé kultivacniho potvrzeni plvodce renibakteriézy i mnohem déle.

5.4. Seznam pracovist, na ktera je mozno se obratit v pfipadé potreby
bakteriologického vySetieni ryb

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Fakulta veterinarniho Iékarstvi

Ustav infekénich chorob a mikrobiologie

Palackého 1-3

612 42 Brno

www.vfu.cz

Kontaktni osoba: Prof. MVDr. Alois Cizek, CSc., tel.: +420 541 562 274

Statni veterinarni ustav Jihlava

Rantifovska 93

586 05 Jihlava

tel.: +420 567 143 111

www.svujihlava.cz

Kontaktni osoba: MVDr. Ivana Kucharovicova, tel.: +420 567 143 222,
e-mail: kucharovicova@svujihlava.cz
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Statni veterindrni ustav Jihlava

Pracovisté Ceské Budéjovice

Dolni 2

370 04 Ceské Budgjovice

tel.: +420 387 001 570, +420 603 290 752

e-mail: svu.ceske-budejovice@svscr.cz

www.svu-cb.cz

Kontaktni osoba: RNDr. Antonin Prouza, tel.: +420 387 001 583

Statni veterinarni Gstav Praha

Sidlistni 136/24,

165 03 PRAHA 6 - Lysolaje

tel.: +420 251 031 111

www.svupraha.cz

Kontaktni osoba: MVDr. lvan Nagl, tel.: +420 251 031 281, +420 721 503 737
e-mail: ivan.nagl@svupraha.cz

Statni veterinarni Gstav Praha

Pracovisté Hradec Kralové

Wonkova 347

500 02 Hradec Kralové

tel: +420 495 212 921, +420 495 212 922, +420 495 279 181
www.svu-hk.cz

Kontaktni osoba: MVDr. Monika Valentinova, tel.: 495 279 195
e-mail: valentinova@svu-hk.cz

Statni veterinarni istav Olomouc

Jakoubka ze Stfibra ¢. 1

779 00 Olomouc

Tel.: +420 585 225 641, +420 585 557 111

www.svuolomouc.cz

Kontaktni osoba: doc. MVDr. Jan Bardoni, Ph.D., MBA, feditel SVU Olomouc
tel.: +420 585 225 641

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

Fakulta veterinarni hygieny a ekologie

Ustav veterinarni ekologie a ochrana zivotniho prosttedi

Palackého 1-3

612 42 Brno

www.vfu.cz

Kontaktni osoba: doc. MVDr. Stanislav Navratil, CSc., tel.: +420 541 562 650;
doc. MVDr. Miroslava Palikova, Ph.D., tel.: +420 541 562 654
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6. STRUCNY PREHLED NEJVYZNAMNE)SICH VIROVYCH CHOROB

SLADKOVODNICH RYB

6.1. Koi herpesviréza (Koi Herpesvirus Disease; KHVD)

Plvodcem onemocnénije kapfi herpesvirus 3 (CyHV-3), k némuz je vnimavy
kapr obecny (Cyprinus carpio) a jeho barevna varieta - koi kapr (Cyprinus
carpio koi). Onemocnénim mohou byt postizeny vsechny vékové kategorie -
pladek, juvenilni i dospélé ryby uvedeného druhu. Kromé kapra je v soucasné
dobé uvadéno nosicstvi i u dalSich sladkovodnich ryb vyskytujicich se v rybni¢ni
polykulture.

Onemocnéni je vysoce kontagiozni, s vysokou mortalitou. Dulezitym
faktorem pro vznik onemocnéni je teplota vody. Po presunu infikovanych ryb
z chladnéjsiho prostredi (13 °C) do vody o teploté 23-28 °C dojde k rychlému
vzplanuti ndkazy spojené s vysokou umrtnosti.

Pfiznaky onemocnéni: napadené ryby jsou dezorientované, pfed ihynem
s nepredvidatelnym smérem pohybu, se zvySenou frekvenci dychani. Bledé,
pripadné nepravidelné zabarveni kize a Zaber, silna nekréza Zaber, superficialni
hemoragie kdze, prfipadné zapadlé oko. Léze mohou byt patrné na kazi, dale
pak na zabrach, ledvinach, jatrech a sleziné. Diagnoéza vychazi z posouzeni
epizootologické situace, pridbéhu onemocnéni, klinickych pfiznak( a hlavné
nekrotickych zmén na Zabrach, avSak musi byt potvrzena jako u vSech vir6z
laboratornim vysetienim (Svobodova a kol., 2007; Noga, 2010; OIE Manual,
2013).

6.2. Jarni virémie kapra (Spring Viraemia of Carp; SVC)

Pivodcem onemocnéni je RNA virus patfici do celedi Rhabdoviridae.
Vnimavy je kapr obecny (Cyprinus carpio), karas obecny (Carassius carassius),
karas stribfity (Carassius auratus), tolstolobec pestry (Aristichthys nobilis),
tolstolobik bily (Hypophthalmichthys molitrix), amur bily (Ctenopharyngodon
idella), jelec jesen (Leuciscus idus), sumec velky (Silurus glanis), lin obecny
(Tinca tinca), plotice obecna (Rutilus rutilus) a Stika obecna (Esox lucius).

Onemocnéni vétsinou propuka v jarnim obdobi, kdy teplota vody stoupa.
Nejvyssi uhyny jsou pfi teplotach 11-17 °C, kdy inkubacni doba trva 4-6 dnt.
Pti teplotach nad 22 °C Uhyny ustavaji.

Pfiznaky onemocnéni: postizené ryby jsou apatické, dochazi ke ztmavnuti
povrchu téla. Je zjiStovan exoftalmus doprovazeny periokuldrnimi krvaceninami.
Hemoragie byvaji pozorovany i na kdzi, zabrach a spodiné télni. Jsou-li ryby
ve Spatnych podminkach, dochazi k sekundarni bakteridlni infekci, ktera
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byva charakterizovana otevienymi koznimi lézemi. TéIni dutina je naplnéna
tekutinou. Organy jsou zdufelé a casto spojené navzdjem a k peritoneu.
Teckovité krvaceniny byvaji pozorovany na organech, plynovém méchyfi
i ve svaloviné. Stfevo je vyplnéno Sedobilou hlenovitou hmotou (Svobodova
a kol., 2007; Noga, 2010; OIE Manual, 2013).

6.3. Virova hemoragicka septikémie (Viral Haemorhagic Septicaemia;
VHS)

Pivodcem onemocnéni je rhabdovirus patfici do rodu Novirhabdovirus.
K onemocnéni je vnimavy pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss), pstruh
obecny (Salmo trutta), sihové (Coregonus lavaretus maraena, Coregonus
peled), lipan podhorni (Thymalus thymalus), Stika obecna (Esox lucius), losos
obecny (Salmo salar) a desitky morskych druhd.

VHS je vysoce infek¢ni, postihuje vSechny vékové kategorie ryb, avsak
pfednostné ryby ve véku 1 rok pfri teploté vody 8-10 °C. Pri vy3sich teplotach
ma onemocnéni mirny pribéh a pfi teplotach nad 15 °C se projevuje vzacné.
DalSimi predispozi¢nimi faktory mohou byt stresy zplsobené neSetrnou
manipulaci s rybami, znecisténim vody, nespravnym krmenim a davkovanim
krmiva v chladné vodé anebo nedostate¢nym pfisunem vitamin. Onemocnéni
ma v zavislosti na teploté vody, virulenci plvodcl a celkové kondici ryb akutni
az chronicky pribéh.

Priznaky onemocnéni: nemocné rybyjsou apatické, Ize pozorovat ztmavnuti
povrchu téla a exoftalmus, ¢asto doprovazeny periokuldrnimi krvaceninami.
Télni dutina je zvétSena (ascites) a zabra jsou bleda. Krvaceniny mohou byt
jak na povrchu téla, tak na Zabrach, ve svaloviné i na vnitfnich organech.
V ledvinach a jatrech dochazi k degenerativhim zménam, coz vede k poruse
krvetvorby a anemii. To je charakteristické u chronické formy. V nékterych
pfipadech dochazi k napadeni nervové tkané a lze pozorovat ryby s poruchami
plavani (spiralni pohyb) (Svobodova a kol.,, 2007; Noga, 2010; OIE Manual,
2013).

6.4. Infekéni nekréza krvetvorné tkané (Infectious Haematopoietic
Necrosis; IHN)

Pivodcem onemocnéni je stejné jako u VHS rhabdovirus patfici do rodu
Novirhabdovirus. \nimavy je pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss), ostatni
druhy pacifickych losost rodu Oncorhynchus a losos obecny (Salmo salar).
Stika obecna (Esox lucius), pstruh obecny (Salmo trutta), sihové (Coregonus
sp.) a lipan (Thymalus thymalus) jsou odolnéjsi, avSsak mohou plsobit jako
prenasedi.
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Choroba postihuje obvykle pladek a mladé ryby ve véku 5-12 mésicl
(6-12 cm). Klinické pfiznaky a mortalita u ryb o hmotnosti nad 100g je velice
vzacna, ale starsi ryby mohou byt nosici a virus byva ptitomen v pohlavnich
produktech. Onemocnéni propuka nejcastéji pri teploté 10-12 °C, kdy mortalita
mUze dosahnout 80-100%. Avsak virus je schopen replikace vrozmezi 3-18 °C,
coz umoznuje vyskyt onemocnéni i mimo typické obdobi. Hynuti nastava 4-6
dni po infekci, kulminuje 10.-15. den a kon¢i priblizné po mésici a pal. Virulence
zavisi na druhu a véku ryb, teploté, virovém kmeni a hustoté obsadky.

Priznaky onemocnéni: nemocné ryby projevuji malatnost, poruchy plavani,
nechutenstvi, ztratu reflexd, ¢i nahlé hynuti za pfiznakd duseni. Pfi zevnim
ohledani je vidét ztmavnuti, exoftalmus, zvétSena dutina télni, bilé provazce
vykald u fitniho otvoru (pseudofécés) a krvaceniny u baze ploutvi ¢i v kGizi. Pri
pitvé se zjistuje anémie (bleda Zabra, jatra, ledvina slezina), ascites, zaludek
je zvétSeny, naplnény mlécnou tekutinou, stfevo je hyperemické, vyplnéné
nazloutlou tekutinou s krevnimi sraZzeninami. Ve svaloving, na plynovém
méchyri a sténé téIni dutiny se mohou vyskytovat krvaceniny. Hemoragie jsou
pozorovany i v jatrech, ledvinach a sleziné (Svobodova a kol.,, 2007; Noga,
2010; OIE Manual, 2013).

6.5. Epizooticka nekroza krvetvorné tkané (Epizootic Haematopoietic
Necrosis; EHN)

Pivodcem onemocnéni je iridovirus patfici do rodu Ranavirus. Virus byl
izolovan z volné zijiciho okouna fi¢niho, Perca fluviatilis. Kromé okouna fi¢niho
mUze onemocnét i pstruh duhovy, Oncorhynchus mykiss. Toto onemocnéni
zpusobuje v chovech okouna az 95% uhyny. Pstruh duhovy je daleko méné
vnimavy, mortalita v chovech byva jen 3 az 4 %.

Pfiznaky onemocnéni: klinické pfiznaky ranavirovych infekci ryb nejsou
patognomické. Mezi bé&zné znaky patfi nahlé Ghyny, tmavnuti povrchu téla,
ataxie, letargie, ztrata rovnovahy, nechutenstvi, zvétSeni dutiny télni, zarudnuti
okolo nozder a v oblasti mozku. Na Zabernich listcich a u kofene ploutvi se
mohou vyskytovat teckovité krvaceniny. Dale byly zaznamenany kozni viedy,
rozsifené skrele a krvaceniny ukofene ploutvi. EHN virus nebyl doposud izolovan
v Evropé, je endemicky pro Australii, avsak kvdli jeho virulenci onemocnéni EHN
podléha hlaseni Svétové organizaci pro zdravi zvifat (World Organisation for
Animal Health, OIE). Klinicky podobné systémové onemocnéni bylo popsano
v chovech sumecka c¢erného, Ameiurus melas ve Francii a Italii, v chovech
sumce velikého, Silurus glanis v Némecku, u platyze, Psetta maxima v Dansku
a u dalSich rybich druhtd v Evropé. Plvodcem onemocnéni u sumecka je izolat
European catfish virus (ECV) a u sumce izoldt European sheatfish virus (ESV).
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Oba izolaty patfi do druhu European catfish virus (Svobodova a kol., 2007;
Noga, 2010; OIE Manual, 2013).

6.6. Infekéni nekrdoza pankreatu (Infectious Pancreatic Necrosis; IPN)

Pivodcem onemocnéni je birnavirus patfici do rodu Aquabirnavirus,
jehoz je typovym druhem. Vnimavost vici chorobé vykazuje pstruh obecny,
pstruh duhovy, siven americky, siven alpsky, lipan podhorni a sihové.
Velké ztraty puUsobi IPN v chovech lososa po smoltifikaci. Viry vykazujici
sérologickou pfibuznost byly izolovany také z mnoha druhd nelososovitych
ryb (od bezcelistnatct az po kostnaté ryby), véetné stiky obecné, kaprovitych,
okounovitych a thorovitych.

Ptiznaky onemocnéni: Infekéni nekréza pankreatu je vysoce kontagiézni
virové onemocnéni mladych lososovitych ryb vintenzivnich chovech. Postizené
ryby vykazuji poruchy plavani (spiralovité otaceni kolem podélné osy), pozdéji
lezi u dna nadrze nebo jsou odplavovany vodou, nepfijimaji potravu, ztraceji
reflexy a hromadné hynou. Objevuje se tmavé zbarveni téla postizenych
ryb. Zmény pfi ohledani nemusi byt vzdy pfilis napadné. Zjistuje se jedno ci
oboustranny exoftalmus, krvaceniny u zakladen ploutvi, zvétSeni dutiny télni.
Pri pitvé se zjiStuje zvlhnuti organd dutiny téini az ascites. V okoli pylorickych
pfivéskl a na jinych vnitfnich organech se objevuji krvaceniny. Ledviny byvaji
zdurelé, jatra a slezina anemické. Zaludek a stfevo neobsahuji potravu, ale
vétsi mnozstvi bezbarvého nebo mlé¢né zakaleného hlenu (Svobodova a kol.,
2007).

7. ODBER VZORKU PRO VIROLOGICKE VYSETRENI

7.1. Pomucky:

- sterilni zkumavky s transportnim médiem a pridavkem antibiotik

- sterilni chirurgické nastroje (nUzky, chirurgické pinzety, anatomické
pinzety)

- transportni termobox s chladicimi vlozkami

Sterilni zkumavky s transportnim médiem je mozno ziskat po predchozi
domluvé na nékterém z diagnostickych pracovist uvedenych v seznamu na str.
22-23. Transportni médium neni uréeno k dlouhodobému pfechovavani, mélo
by byt pouzito neprodlené.
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7.2. Odbér vzorka tkani

Pro virologické vySetreni je tfeba vybirat nejlépe ryby jesté Zivé s typickymi
pfiznaky onemocnéni, hynouci, i ¢erstvé uhynulé. Pokud to podminky dovoluji,
je vhodné dodat k vysSetieni alesponi 10 kust ryb vykazujicich tyto priznaky.

Umoziuji-li to podminky, Ize pred zaslanim do laboratofe z ryb sterilné
odebrat ¢asti organd urc¢enych pro vysetrfeni. Organy vhodné pro vysetfovani
nékterych virovych onemocnéni jsou uvedeny v tab. 2.

Vzorky se odeberou do sterilnich zkumavek, v nichz je transportni médium
(4ml), t.j. médium pro bunécné kultury s pfidavkem 10% fetdlniho bovinniho
séra s antibiotiky. Vhodna je kombinace 200 IU penicilinu, 200 pg streptomycinu
a 200 pg kanamycinu na ml media, ale mohou byt pouzita i jina antibiotika
s ovérenou ucinnosti. Otevieni dutiny télni se provede stejnym zplsobem,
jako u odbéru pro bakteriologické vysetieni (obr. 2). Vzorky tkani se odeberou
sterilnimi nastroji. Odebrany vzorek by mél mit hmotnost minimalné 0,5g.

V pfipadé, Ze ryby jsou mensi nez 4 cm, pouzije se celé télo bez ocasni ¢asti,
u ryb o velikosti 4 az 6 cm viechny vnitfnosti v€etné ledvin.

Zkumavky se vzorky musi byt transportovany do vySetfujici laboratore pfi
teploté vrozmezi 0-10 °C a virologické vySetifeni musi byt zahajeno co nejdrive,
nejpozdéji 48 hodin po odbéru vzorkd.

Nelze-li jinak, organy, ¢i celé ryby je mozné zamrazit a v zamrazeném
stavu (!) dorucit do laboratore. Je ale nutné si uvédomit, Ze moznosti vysSetieni
vyrazné klesaji a izolace je mnohdy nemozna v dlisledku degradace viru. Kromé
toho stoupa i pracnost a finan¢ni naro¢nost.

V pripadé, kdy nelze odebrat organy vySe uvedenym zplsobem, lze
do laboratore dorudit zivé ryby pod kyslikovou atmosférou, eventuadlné Cerstvé
utracené ¢i Cerstvé uhynulé ryby za splnéni uvedenych teplotnich pozadavku.

Tab. 2. 0dbéry vzorki pro virologické vysetreni.

Onemocnéni Organy Teplota Smésné
béhem vzorky
transportu  (pocet ryb)

KHV zabra, slezina, ledviny 0-10 °C max. 5

SvC ledviny, slezina, zabra, mozek, (jatra, 5°C max. 5
srdce)

VHS ledviny, srdce, slezina, ovarialni tekutina 0-10 °C max. 10

IHN slezina, ledviny, srdce, mozek, ovarialni 0-10 °C max. 10
tekutina

EHN ledviny, slezina, jatra, -20 °C 5-10
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Pri jistém zjednodus$eni Ize fici, Ze nejen pro tyto, ale i pro zde neuvedené
nemoci je vhodné vzdy odebirat ¢asti ledvin (predni ¢ast), sleziny a srdce.
V pripadé kapra je nutno také odebrat ¢ast zaber. Jsou-li viditeIné vyrazné zmény
na jinych organech, je vhodné odebrat i tyto, ale vzdy to uvést v privodnim
dokumentul!

Zasilani zivych ryb, zamrazenych ryb nebo odebranych vzorka tkani
je treba vzdy predem domluvit s diagnostickym pracovistém,
kam budou vzorky doruceny!

Pfi podezieni na nakazu podléhajici hlaseni (klinické priznaky, hynuti ryb)
se odeberou vzorky v rozsahu, ktery ur¢i Narodni referencni laboratof (NRL)
pro virové choroby ryb po domluvé s prislusnou Krajskou veterinarni spravou
(KVS SVS CR). Odbér provadi zastupce Statni veterinarni spravy CR. Pti odbé&ru
vzorkd se vyhodnoti klinické pfiznaky a mira hynuti ryb. Anamnéza se zapise
do objednavky laboratorniho vySetieni v poli ,Vysledek klinického vy3etreni ryb,
event. dynamika uhynd”. VySetieni pfi podezieni na ndkazu provadi pouze NRL
pro virové choroby ryb (viz Metodicky navod SVS ¢. 172013 ze dne 21.1.2013).

7.3. Seznam pracovist, na ktera je mozno se obratit v pfipadé potreby
virologického vysetfeni ryb

Narodni referencni laboratof pro virové nemoci ryb

Vyzkumny ustav veterinarniho lékai'stvi, v.v.i.

Hudcova 296/70

621 00 Brno

WWW.Vri.Cz

kontaktni osoby: Ing. Tomas Vesely, CSc., tel. +420 533 331 112; MVDr. Stanislava
Reschova a MVDr. Dagmar Pokorova, tel. +420 533 331 118

Statni veterinarni ustav Jihlava

Rantifovska 93

586 05 Jihlava

tel.: +420 567 143 111

www.svujihlava.cz

Kontaktni osoba: MVDr. lvana Kucharovicova, tel. +420 567 143 222,
e-mail: kucharovicova@svujihlava.cz
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Statni veterindrni ustav Jihlava

Pracovisté Ceské Budéjovice

Dolni 2

370 04 Ceské Budgjovice

tel.: 387 001 570, 603 290 752

e-mail: svu.ceske-budejovice@svscr.cz

www.svu-cb.cz

Kontaktni osoba: RNDr. Antonin Prouza, tel. +420 387 001 583

Statni veterinarni Gstav Praha

Sidlistni 136/24

165 03 PRAHA 6 - Lysolaje

tel.: 251031111

www.svupraha.cz

Kontaktni osoba: MVDr. lvan Nagl, tel.: +420 251 031 281, +420 721 503 737,
e-mail: ivan.nagl@svupraha.cz

Statni veterinarni istav Olomouc

Jakoubka ze Stribra ¢. 1

779 00 Olomouc

tel.: +420 585 225 641, +420 585 557 111

www.svuolomouc.cz

Kontaktni osoba: doc. MVDr. Jan Bardo#, Ph.D., MBA, feditel SVU Olomouc,
tel.: +420 585 225 641

8. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU”

Chovatelé ryb dosud neméli moznost sami v terénu odebirat vzorky
tkani ryb do transportniho kultiva¢niho média. Moznost pouziti média byla
odzkousena v terénnich podminkach, zejména s ohledem na jeho trvanlivost.

9. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je ur¢ena vSem chovateldm ryb a soukromym veterindarnim
Iékariim pusobicim v chovech ryb.

10. EKONOMICKE ASPEKTY

Na zdkladé vcasné diagnostiky infekénich chorob ryb mohou byt pfijata
opatreni k jejich zdolani a k zabranéni jejich Sifeni. Tim mohou byt vyznamné
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omezeny Ci zcela eliminovany ekonomické ztraty v disledku hromadnych thyna
ryb a v dlsledku nutnych eradika¢nich opatreni pfi rozsifeni nebezpecnych
nakaz ryb.
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13. SLOVNICEK POJMU

anemie - chudokrevnost (nedostatek cervenych krvinek nebo hemoglobinu),
projevuje se bledosti sliznic a jindy bohaté prokrvenych organt

ascites - vodnatelnost; hromadéni tekutiny ve tkanich a dutinach

ataxie - porucha koordinace pohybu

dorzalni - hfbetni

epidermis - pokoZzka, svrchni vrstva klze

epizootologicka situace - ndkazova situace

exoftalmus - vystoupeni oka z o¢nice

hemoragie - krvacenina

kontagiozni - nakazlivy

kranidlni - smérfujici k lebce, lebe¢ni, horni

léze - poskozeni (poranéni) tkané

medialni - stfedni, tj. ve stfedu téla ¢i uprostred organu, popt. blize ke stfedu
v porovnani s jinou ¢asti téla

mezenterium - ¢ast pobfisnice pfipojujici strevni klicky

mortalita - dmrtnost

nekréza - tkanova odumrt

operkulum - skrelové vicko

oportunni - vyuzivajici pfilezitosti; v pfipadé bakterii jsou to druhy, které se
uplatriuji jako plvodci onemocnéni jen v pfipadé oslabeni hostitele
(jinym onemocnénim)

patognomicky - typicky pro urcité onemocnéni

PCR - polymerazova fetézova reakce, slouzi k identifikaci znamé sekvence DNA

periokuldrni - kolem oci

peritoneum - pobfisnice

ser6za - blana vystylajici nékteré télesné dutiny a tvofici vnéjsi obal vnitrnich
organ(

superficialni - povrchovy

validni - platny, ve smyslu znamy - popsany

ventralni - predni nebo brisni
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