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Abstrakt

Virus jarni viremie kapri je jednim z mnoha infek¢énich patogenti typicky napadajicich
evropské populace kaprovitych ryb. Onemocnéni, které vyvolava - jarni viremie kaprt
- zplsobuje v nakaZenych populacich vyraznou morbiditu a mortalitu, coZ ma vyrazné
hospodarské i environmentalni dopady.

PredloZena bakalarska prace formou literarni reSerSe sumarizuje informace tyka-
jici se interakci systému viru jarni viremie kapri s hostitelskymi kaprovitymi rybami.
Uvodni ¢ast nastifiuje vyznam akvakultury a s ni souvisejicich patogenti nejen v ramci
Ceské republiky, ale také z evropského a celosvétového pohledu. Prvni &ast poskytuje
orientacni prehled parazitarnich onemocnéni vyznamné postihujicich evropské popu-
lace kaprovitych ryb. Nasledujici kapitoly se jizZ zaméiuji pfimo na virus jarni viremie
kapri. Popisuji obecné vlastnosti viru, mechanismy infekce, replikace a Siteni, priibéh
onemocnéni a jeho nasledky. DalSi ¢ast se vénuje genovym a molekularnim interakcim
viru a hostitelskych bunék, dynamice Siteni jarni viremie a laboratornim metodam di-
agnostiky. K této praci je rovnéz priloZena studie realizovaného experimentu, jeZ se
zabyva analyzou mnoZstvi specifickych protilatek viic¢i viru jarni viremie kapri u Cis-
tych linii selektovanych kaprovitych druhi a jejich hybridnich linii s pfedpokladem po-
tencidlniho efektu naruSené genetické kompatibility u hybridd.

Cilem bakalarskeé prace je konsolidovat soutasné informace tykajici se jarni vire-
mie kapril a odkryt nové souvislosti, které mohou byt prinosné z hlediska imunologie
a epidemiologie. Ziskané poznatky pomohou prohloubit znalosti o mechanismech in-
fekce a $ifeni jarni viremie kaprd, pribliZi genetické a molekularni interakce viru s me-
chanismy buné¢né imunity a pritahnou vétsi pozornost k vyznamu a vyzkumu tohoto
onemocnénti.
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Abstract

The virus of spring viraemia of carp is one of many infectious pathogens typically in-
fecting European populations of common carp. This disease results in high morbidity
and mortality in infected stocks, with significant economic and environmental impacts.

This bachelor thesis summarizes information on interactions of the spring vi-
raemia of carp virus with host cyprinid fish in the form of a literature review. The in-
troduction outlines problems related to pathogens (especially SVCV) in aquaculture
relevant for the Czech Republic, but also from a European and global perspective. The
first chapter provides an indicative overview of parasitic diseases significantly affect-
ing European cyprinid fish populations. The following chapters focus directly on the
spring viraemia of carp virus. They describe the general characteristics of the SVCV,
the mechanisms of infection, replication and distribution, and its impact on fish host.
The following section deals with gene and molecular interactions between the virus
and host cells, the dynamics of the infection of spring viraemia and laboratory methods
of diagnosis. This work is also accompanied by an experimental study representing the
analysis of specific antibodies during a spring viraemia of carp virus infection in pure
lines of selected cyprinid species and their hybrid lines, with the assumption of a po-
tential effect of impaired genetic compatibility in hybrids.

The aim of this thesis is to consolidate current information on spring viraemia of
carp and to reveal new relationships that may be useful in terms of immunology and
epidemiology. The knowledge gained may increase the understanding of the mecha-
nisms of infection and spread of spring viraemia of carp, shed light on the genetic and
molecular interactions of the virus with the mechanisms of cellular immunity and draw
more attention to the importance and research of this disease.
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1 Uvod

Akvakultura a chov ryb ma v Ceské republice dlouhou tradici. Mezi nejrozvinutéji od-
vétvi patfi zejména rybnikarstvi, jehoz tradice saha az do 12. stoleti. V obdobi stredo-
véku bylo rybnikarstvi tradicné podporovano Slechtickymi rody a jako cechova profese
se téSilo vysoké popularité. Nejvétsi rozmach zaZilo v 16. stoleti s objevem tfistupiiové
metody chovu ryb. V tomto obdobi vznikly podél vyznamnych fek rozsahlé rybni¢ni
soustavy. V soutasnosti se na izemi Ceské republiky nachdzi p¥iblizné 21 tisic rybnikd,
soustredénych prevazné v tradi¢nich rybarskych oblastech Treboriska, Vodianska,
Novohradska, Ceskobudgjovicka a Jindfichohradecka. Velké mnoZstvi rybnikafskych
dél spada pod kulturni ¢i enviromentalni ochranu narodnich i nadnarodnich instituci,
a mnohé chovy maji pro své ryby celoevropsky chranéna zemépisna oznaceni.

Ceska republika je povaZovana za jedno z piednich center rybnika¥stvi ve stfedni
Evropé. Hlavnimi produkty jsou rtizné kaprovité ryby, zejména kapr obecny. Mezi dals{
spotrebitelské druhy ryb patii Stika obecna, amur bily a mnoho dal$ich. Maso kaprovi-
tych ryb se t&8i vysoké popularité v potravinai'stvi Ceské republiky, Slovenska, Polska,
Mad'arska a Chorvatska a je znacnou Casti stredoevropského rybiho trhu. Tuzemsky a
exportni prodej je tak pomérné lukrativni, a tvofi velmi dlileZitou soucast ceské eko-
nomiky (obrazek 1). Prostfedi okolo rybnikl také ¢asto poskytuje unikatni ekosys-

témy a mliZe byt rovnéz vyuZito i jako rekreacni nebo sportovni aredly.

Obr. 1: Vylov Velkého rybnika v Jesenici u Rakovnika
(prevzato z https://commons.wikime-
dia.org/wiki/File:051027_Rybolov_Jese-
nice_0010.JPG)
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Rybi velkochovy celosvétové ¢eli mnoha problém@im. Jednim z nejvyznamnéjsich je
ohroZeni chovnych populaci riznymi infekénimi nemocemi.V roce 2019 objevila statni
veterinarni sprava na izemi Ceské republiky 12 ohnisek virovych onemocnéni, které
vedly ke kompletni depopulaci 21 rybnikl [1]. Tyto ploSné ztraty chovnych populaci
maji devastujici dopady na ekonomiku rybnikarstvi a okolnich odvétvi. Virova one-
mocnéni jsou proto pozorné sledovana veterinarnimi institucemi.

Celosvétové se nemocemiryb zabyva predevsim Svétova organizace pro zdravi zvi-
rat (zkrat. OIE) (obrazek 2), ktera na zakladé kritérii zahrnujicich rozsireni, nasledky
a diagnostické moZznosti sestavila seznam vyznamnych nemoci, jejichZ rozsiteni celo-
svétové sleduje. Pri objeveni jedné z téchto nemoci v chovu ma chovatel povinnost oh-
lasit vyskyt na OIE [2].

Obr. 2: Sidlo Svétové organizace pro zdravi
zvirat, Pariz

(Autor: Mbzt - Own work, CC BY 3.0,
https://commons.wikimedia.org/w/in-
dex.php?curid=18119480)

Na trovni Evropské unie (EU) je sledovani infekénich nemoci vodnich organismi
soucasti pravniho ramce pro zdravi zvitat, konkrétné ¢l. 9 odst. 1 narizeni Evropského
parlamentu a Rady EU 2016/429 [3]. Provadéci narizeni komise EU 2018/1882 pak
dale nemoci rozdéluje do kategorii A-E. Do kategorie A spadaji nakazy, které se v EU
béZné nevyskytuji a proti kterym je povinné prijmout ihned po zjiSténi opatieni k era-
dikaci. Do kategorie B se fadi nakazy, které je za u€elem eradikace na uzemi EU nutno
tlumit ve vSech Clenskych statech podle stanovenych narizeni. V kategorii C najdeme

v v,

nakazy rozsirené na izemi nékterych EU statli a proti kterym je nutné zavést opatieni
zamezujici jejich rozSireni do dalSich oblasti. Kategorie D zahrnuje nakazy, proti kte-
rym je nutné prijimat opatieni v diisledku jejich rozsahlého zavleceni na uzemi EU. Ka-
tegorie E pak oznacuje nakazy, jejichz vyskyt je na uzemi EU aktivné monitorovan [4].
Uvedena kategorizace se vztahuje pouze na nemoci uvedené v seznamu podle Prilohy
Il narizeni EU 2016/429, ktery uvadi jediné onemocnéni postihujici kaprovité ryby a
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sice koi herpesvir6zu zatazenou do kategorie E. Jarni viremie kaprii se na tomto se-
znamu nevyskytuje a na celoevropské urovni tak nepodléha plo$né regulaci. Pravni ra-
mec vSak umoZiuje jednotlivym ¢lenskym statlim prijimat vnitrostatni opatieni proti
Sireni infekci v narizeni neuvedenych. V soucasnosti jsou tak opatieni proti Sitfeni jarni
viremie kaprii zavedenda v Dansku, Finsku, Madarsku, Irsku a Svédsku [5]. Diky opat-
Fenim se v téchto oblastech dari branit rozsireni infekce a 1ze je tedy povaZovat za pre-
vazné SVCV-prosté.

V ramci Ceské republiky se sledovanim infekénich onemocnéni ryb zabyva Statni
veterinarni zprava (SVS) (obrazek 3). Veterinarni zakon ¢. 166 /1999 Sb. a jeho tpravy
definuji, které nakazy jsou povazovany za nebezpecné. V kategorii akvakulturnich one-
mocnéni zakon uvadi infek¢ni hematopoetickou nekrézu (IHN), virovou hemoragickou
septikemii (VHS), infek¢ni nekrézu pankreatu (IPN) a infekéni anemii lososii (ISA) [6].
Kromé uvedenych onemocnéni se SVS zabyva i dal$imi onemocnénimi sledovanymi na
evropské turovni, napiiklad koi herpesviréza (KHV), nebo jarni viremie kaprt (SVCV)

[1].

Obr. 3: Sidlo Statni veterinarni spravy v Domé zemé-
délské osvéty, Praha

(Autor: Eva Karska - Own work, CC BY-SA 4.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?cu-
rid=51051211)
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2 Literarni prehled

2.1 Prehled vyznamnych onemocnéni kaprovitych ryb v Evropé

Produk¢ni chovy a rybniky nepfedstavuji pro ryby prirozené Zivotni podminky. Ryby
jsou Casto chovany ve vysokych popula¢nich hustotach, kde jsou vystaveny znatnému
stresu - Ziji na omezeném prostoru, ve vodé nizké kvality a v podminkach nedostatku
kysliku. Toto prostiedi vytvari idedlni podminky pro Sifeni patogeni. Onemocnéni ryb
lze v naprosté vétsSiné pripadi rozdélit do tii kategorii, podle typu patogenu/parazita,
ktery je zplisobuje — bakterialni, virova a zptisobena jednobunéénymi nebo mnohobu-
néénymi organismy. V nasledujicim prehledu jsou shrnuty nemoci postihujici kapro-
vité ryby v Ceské republice a jinych &astech Evropy s uvedenim vybranych p¥ikladd.

Tato podkapitola byly vypracovana na zakladé Palikova et al. 2019 [7].

21.1 Virova onemocnéni

Virova onemocnéni jsou relativné tzkou, avSak vyznamnou kategorii. Infekce virem
spociva v napadeni bunék hostitele a prevzeti kontroly nad jejimi zasobnimi latkami a
organelami, které jsou vyuzivany pro replikaci viru. Infek¢ni agens virt je takzvana vi-
rova partikule neboli virion. Tento virion je zodpovédny pravé za prevzeti kontroly
nad bunécnymi mechanismy. Mimo buiiku je virion obklopeny proteinovym obalem
zvanym kapsida, ktera je tvorena z podjednotek - kapsomer. Mimo hostitelskou buiiku
je virus metabolicky inertni, jakmile vSak pronikne do hostitelské buriky, za¢ina ihned
replikovat sviij genom a dalsi soucasti. Tento aktivni proces nazyvame infekce. Za-
kladni diagnostika virovych onemocnéni je zaloZena na pozorovani cytopatickych
efektli na kultivovanych bunécnych kulturach, v pripadé rybich virl jde o specifické
kultury odvozené z rybich tkani. Pozitivni vysledek kultivace je vZdy nutné ovérit dalsi
diagnostickou metodou, napt. ELISA, nebo v soucasnosti ¢asto pouZivana PCR (v riiz-
nych modifikacich). V chovech kaprovitych ryb se objevuje nékolik ¢astych virovych
onemocnéni (viz niZe).

Edémova nemoc kapri (Carp Edema Virus Disease) postihuje vyhradné kapra
obecného a jeho okrasnou variantu koi kapr. Pivodcem nemoci je virus Celedi Proxi-
viridae. Poprvé byla nemoc diagnostikovana v sedmdesatych letech v Japonsku, kon-
cem dvacatého stoleti se vSak objevila také v USA a Evropé, odkud se nasledné rozsirila
do Jizni Ameriky. Infekce se $ifi vodnim prostiredim. K propuknuti nakazy staci i malé
mnoZstvi kontaminované vody, nebo kontakt s kontaminovanymi rybolovnymi po-
mitickami. Na vznik a vyvoj infekce ma rozhodujici vliv teplota vody. U koi kapri se
piiznaky typicky projevuji pri teplotach 15-25 °C, kapr obecny vsak infekci podléha uz
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pfi teplotach 6-10 °C. Nemocné ryby jsou znacné letargické, klesaji ke dnu nadrze a
nepohybuji se. U kapra obecného lze pozorovat projevy duseni. Na kiiZi juvenilnich ryb
se tvofi eroze a hemoragie s edémem. U dospélcii se projevuje enoftalmie, ulcerace tst
a baze ploutvi, zdurelé Zabry a zanét ritniho otvoru. Nemoc je Casto doprovazena
sekundarnimi bakterialnimi infekcemi. Cilena 1é¢ba se neprovadi, 1ze ale nasadit anti-
biotika pro obranu pred sekundarnimi infekcemi.

Puchyinatost ryb, znami jako ,kapii neStovice“, je nemoc v Evropé dokumento-
vana jiz od stredovéku. Jeji plivodce byl identifikovan v Sedesatych letech jako za-
stupce Celedi Alloherpesviridae, kapfi herpesvirus 1 (Cyprinid Herpesvirus 1, CyHV-
1). Ackoliv je puchyinatost ryb celosvétové rozsirena, jeji ekonomicky dopad je mini-
malni, protoZe ryby znehodnocuje pouze vzhledové. Onemocnéni u dospélych ryb zpt-
sobuje vyraznou epidermalni hyperplazii, coz vede ke tvorbé Sedych hlenovitych
okrskii na téle a hlavé. Pokud se ryba nakazi uz v juvenilnim stadiu, mohou se vytvorit
trvalé vyvojové defekty. Po priibéhu prvotni infekce piechazi virus do latentni formy a
ryba se tak stava na cely zZivot prenaSecem. Prvotni infekce a nasledné recidivy zavisi
na teploté okolni vody - ptiznaky se typicky projevuji pii poklesu teploty pod 15 °C.

Koi herpesvirdza (Koi Herpes Virus Disease) je vaZna nemoc postihujici kapra
obecného a jeho okrasnou variantu, koi kapra. Jejim ptivodcem je kapti herpesvirus 3,
(Cyprinid Herpesvirus 3, CyHV-3), zastupce celedi Alloherpesviridae. Plivodné byl
identifikovan v USA a Izraeli, v soucasnosti je ale rozsiren napric¢ celou Evropou a Asii.
CyHV-3 je vysoce nakaZlivy, $ifi se vodou, exkrementy i pfimym kontaktem. Pfenos je
moZny i skrze kontaminované rybolovné néacini. Do hostitele virus pronika skrze kiizZi
nebo sliznici mékkého patra. Po uvodni proliferaci se rychle $ifi do zbytku téla, a dale
se replikuje v Zabrach, stievech a kliZi. Onemocnéni postihuje predevsim Zabry, kde
zplisobuje zanétlivé zmény a rozsahlou nekrézu. Napada vsak i dalsi organy.

Jarni viremie kapri (Spring Viraemia of Carp) je krvacivé onemocnéni postihu-
jici kaprovité ryby, predevsim mladé jedince kapra obecného, zplisobujici vysokou
umrtnostv rybich chovech. Plivodcem onemocnéni je virus jarni viremie kapri (Spring
viraemia of carp virus, SVCV). Rozsiteni zahrnuje Evropu, Asii i ¢asti JiZni Ameriky. Vi-
rus je charakteristicky svou vysokou zavislosti na teploté okolni vody, ktera rozhoduje
kromé délky a priibéhu nemoci také o tom, zda bude samotna infekce tispésna.

2.1.2 Bakterialni onemocnéni

Plivodci bakterialni onemocnéni jsou zpravidla gramnegativni bakterie, ale objevuji se
i bakterie grampozitivni. VétSina nemoci je zpilisobovana saprofytnimi bakteriemi,
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které jsou pouze prileZitostnymi patogeny ryb. Néktera onemocnéni jsou také zptliso-
bovana bakteriemi, které jsou pro ryby primarnimi patogeny, ty ale ¢astéji zptiisobuji
latentni infekce.

Jako epitheliocystdzu oznacujeme skupinu nemoci, jejichZ ptivodci jsou rtizné
druhy chlamydii a které postihuji vysoky pocet sladkovodnich i mofskych druhi ryb.
Epitheliocystdzy jsou velmi snadno horizontalné pfenosné a jsou rozSirené po celé Ev-
ropé. Do hostitele pronikaji skrze Zabry i kiZi. Pribéh nemoci je benigni, zplisobuje ale

tvorbu cyst a zdufenin na zZabrach.

Erytrodermatitida kapri (Carp Erythrodermatitis) je zanétlivé ulcerativni one-
mocnéni zptisobované radou bakterii z rodu Aeromonas, béZzné rozsifené v chovech
kapra obecného po celém svété. V chovech se prenasi spolu s klinicky nebo latentné
nemocnymi jedinci, kontaminovanou vodou, nebo kontaminovanym nacinim. Akutni
formy onemocnéni zplisobuji zarudnuti kiiZe a hromadéni télnich tekutin, coZ vede
k otokiim. Pro chronickou formu jsou typické viedovité zanéty kiiZe a hloubkové za-

néty tkani, které mohou vést az k perforaci télni dutiny.

Kolumnaroéza (Columnaris Disease) je onemocnéni ptivodem ze Severni Ameriky
postihujici témér v§echny sladkovodni ryby, zejména v akvakulturach. Jeho ptivodcem
je obligatni patogen Flavobacterium columnare - gramnegativni tyCinkovita pohybliva
bakterie tvorici ploché kolonie. Nakaza se $ifi primym kontaktem pres poSkozenou
klZi nebo Zabry. NakaZeny jedinec se stava prenaSecem a pravidelné bakterie uvol-
nuje. Na kiizi nemocnych jedincii se vytvari ploché kozni 1éze Sedé barvy, které mohou
i krvacet. Dochazi k roztrepeni ploutvi a vypadavani ploutevnich paprski. Na Zabrach
se mohou vyskytovat Sedé okrsky potaZené Zlutym filmem. Léze a okrsky podléhaji ne-
kréze. Vnitini organy nemoc nepostihuje, ryby hynou za pfriznaki uduseni.

Jako edwardsielozy oznacujeme Sirokou skupinou onemocnéni zpiisobovanych
gramnegativnimi tycinkovitymi bakteriemi zrodu Edwardsiella. Postihuje mnoho
druhii chovnych ryb, mezi nimi i zastupce kaprovitych. Do chovnych prostredi se bak-
terie dostavaji spolu s nemocnymi rybami nebo kontaminovanou vodou. Do hostitele
pronikaji skrze Zabry nebo sti‘evo. Po napadeni jedince zplisobuji fadu nekrotickych a
zanétlivych zmén na kiiZi i ve vnitinich organech, zejména travici a vylucovaci sou-
stavy.

213 Onemocnéni zplisobena eukaryotnimi organismy

Onemocnéni zpiisobena eukaryotnimi organismy jsou Sirokou kategorii, ktera zahr-
nuje velké mnoZstvi nemoci, jejichZ ptivodci jsou zpravidla parazitické organismy. Na-
jdeme zde jak mikroskopické, tak makroskopické zastupce.
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2.1.3.1 Onemocnéni s jednobunéénym puvodcem

Mezi jednobunécné parazity kaprovitych ryb se radi zastupci jak endoparaziticti, tak
ektoparaziticti. Z endoparazitickych zastupcti maji nejvétsi vyznam zejména rody Try-
panosoma, Cryptobia a Trypanoplasma. Ektoparazitické zastupce lze rozdélit do ti Sir-
Sich skupin. Oportunisticti parazité vétSinou napadaji své hostitele azZ druhotné, potom
co je jejich imunitni systém oslaben jinou infekci. Do této skupiny patii napt. zastupci
rodl Ophryoglena, Tetrahymena, Hemiophrys a Glaucoma. Dalsi skupinu predstavuji
nespecificti fakultativni paraziti, jejichZ nejbéZnéjSim zastupcem je Ichtyophtirius mul-
tifiliis. Dalsimi zastupci jsou jedinci z rodii Chilodonella a Trichodina. Tieti skupinou
jsou specificti fakultativni paraziti, ktefi vykazuji vysokou preferenci nejen pro urci-
tého hostitele, ale i pro urcité misto na téle hostitele, béZné Zabry. Najdeme zde nékteré
vysoce specializované zastupce rodi Trichodina, ktefi nespadaji do predchozi skupiny,
a zastupce rodu Tripartiella. Zvlastni skupinou jednobunécnych patogent jsou houby
taxonili oomycety a myxomycety, které mohou infikovat tkan hostitele a svym riistem
narusit Zivotné dtleZité funkce [8].

Piscinoodinioza, ¢esky znama také jako ,,obrnénkovitost*, je zdvazné ektoparazi-
tické onemocnéni zptisobované obrnénkou Piscinoodinium pillulare. A¢koliv postihuje
piredevsim tropické akvarijni druhy, jednim z mala vhimavych druh@i mirného pasma
je pravé kapr obecny. Obrnénky se prichytavaji na kiizi a Zabry ryb, kde vytvari velké
shluky. Na prichyceném epitelu pak zptisobuji hyperplazii a fokalni nekrézy. Nemocné
ryby jsou pohublé a ztraci prirozenou pigmentaci.

Ichtyoftiridza, nazyvana také ,krupicka“, je onemocnéni kiiZe a Zaber zptisobené
parazitickymi nalevniky druhu Ichthyophthirius multifiliis. Ichtyoftiriéza v minulosti
postihovala hlavné kapra obecného, v soucasnosti je ale jevi jako hostitelsky nespeci-
ficka. Nalevnici se prichytavaji na epitel kiiZe a Zaber, kde poSkozuje epitelidlni buriky,
kterymi se nasledné Zivi, coZ vede k nekréze a odumirani epitelli. Pfichycené nalevniky
je mozné pozorovat pouhym okem jako bilé te¢ky na povrchu téla ryby. Pfi silném na-
padeni dochazi k roztrepeni ploutvi a nadprodukci koZniho hlenu. Poskozeny jsou také
nékteré vnitfni organy, zejména travici soustavy.

Chilodoneldza je onemocnéni zplisobované parazitickymi nalevniky rodu Chilo-
donella. Postihuje vSechny druhy sladkovodnich ryb, nej¢astéjSim hostitelem jsou
pravé kaprovité ryby. Nalevnici se prichytavaji na koZzni a Zaberni epitel, kde vyztuze-
nym ustnim ustrojim perforuji stény epitelialnich bunék a vysavaji jejich obsah. Napa-
den{ jedinci maji vyrazné zvysenou produkci pokoZkového hlenu. Zabernf listky se sle-
puji dohromady a prichazi tak o respiracni povrch. V pokrocilych stadiich se Zaberni
tkan rozpada uplné a ryba hyne.
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Trichodindzy jsou ektoparazitickd onemocnéni zpiisobovana nélevniky ze sku-
piny Oligohymenophora, zejména pak zastupci rodu Trichodina. Vyskytuji se kosmo-
politné ve sladké i slané vodé a jsou zna¢né hostitelsky nespecifické. Siti se b&%né vod-
nim prostiredim. Pfisedaji na epitel ryb, ktery pak s pomoci ostrych zoubki umisténych
na prichytném disku obrusuji a konzumuiji. Jsou zpravidla povaZovani za ektokomen-
zaly, ptfi masivni nakaze v§ak mohou znacné oslabit napadené jedince, které jsou pak
nachylné k riznym druhotnym infekcim.

Jako kokcididzy oznacujeme skupinu onemocnéni zplisobovanych parazitickymi
kokcidiemi. V Ceské republice se jedna zejména o kokcidie rodu Epieimeria. Specificka
pro kapra obecného je pak Goussia carpelli. Kokcidie jsou intracelularni parazité, které
béhem svého vyvoje poSkozuji napadené buriiky. Toto poSkozeni vede k dystrofickym
anekrotickym zménam, a rliznym zanétiim v napadenych organech. Nejcastéji jsou na-
padeny organy travici soustavy. Onemocnéni ma zpravidla chronicky priibéh a prvni
priznaky se objevuji teprve v pokrocilych stadiich.

Branchiomykoza je onemocnéni Zaber sladkovodnich ryb zplisobované oomy-
cety rodu Branchiomyces. Vyskyt byl popsdan u mnoha druhti, véetné kaprovitych —
kapra obecného a karase zlatého. Oomycety se zachycuji v Zabrach ryb, kde pfi sprav-
nych podminkach vykli¢i a zatnou vytvaret mycelium, které se rozriista v Zabernich
cévach. To vede k porucham cirkulace, které vyusti v ischemickou nekrézu Zaberni
tkané. Ryby tak hynou v diisledku selhdni osmoregulace za piiznakli duseni. Mortalita

dosahuje aZ 50 %.

Trypanosomazy jsou skupinou nemoci zpiisobovanych bi¢ikovci rodu Trypano-
soma, ktefi parazituji ve tkanich a v krvi napadenych hostiteldi. Byly pozorovany u
mnoha druhi ryb, mimo jiné u kapra obecného a karase stiribritého. BéZnym vektorem
pfenosu trypanosom jsou pijavky. Onemocnéni ma zpravidla chronicky priibéh, bici-
kovci se po napadeni prudce rozmnozi v krevnim obéhu, coZ ¢asto vede k uhynu je-
dinctl. Nasleduje chronicka faze, kdy se bi¢ikovci prestavaji rozmnoZovat a ukryvaji se
do vnitinich organii. Ryby se v chronické fazi jevi jako zdravé, mtiZe vSak kdykoliv dojit
k prudkému relapsu. Napadeni jedinci jsou anemicti, maji tmavé zbarveni téla a nepfi-
jimaji potravu.

Dermocystiddza je onemocnéni postihujici zpravidla kiizi a Zabry napadenych
ryb. Bylo pozorovano u fady druhii, mimo jiné u kapra obecného a karase obecného.
Zplsobuji jej trubénky rodu Dermocystidium, které prisedaji na kiiZi a Zabry, kde vy-
tvari masivni cysty vystupujici nad povrch okolni tkané. Cysty se tvori prevazné na za-
brach, kiiZi a ploutvich, mohou se ale objevit i jinde, naptiklad v oku. Masivni napadeni
jedince miZe vést k naruseni funk¢nosti Zaber, coZ ma za nasledek obtizné dychani.
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2.1.3.2 Onemocnéni s mnohobunéénym puvodcem

Mnohobuné¢ni parazité ryb jsou Sirokou skupinou organismi zcela prizptisobenych
parazitickému zpisobu Zivota. Castou vlastnosti zastupcii této skupiny je sloZity onto-
geneticky vyvoj, prochéazejici velkym mnoZstvim rtznorodych larvalnich stadii, ktera
mohou béhem vyvoje ménit hostitele. Dobfe znami jsou zejména zastupci kmene
Platyheminthes ze tiid Monogenea, Cestoda a Trematoda. Dale se k nim fadi zastupci
kmenti Arthropoda, Nematoda, Nematomorpha a Acanthocephala. Vyznamnymi jsou
rovnéz zastupci tfidy Hirudinea. Skupinu uzaviraji nové zarazeni zastupci podkmene
Myxozoa.

Myxozoa jsou fylogeneticky Fazena mezi Zahavce. Zastupci této skupiny se vyzna-
¢uji slozitymi Zivotnimi cykly, vysokou organovou specificitou a Sirokym spektrem
hostiteld. Kaprovité ryby parazituji piredevSim zastupci rodu Myxolobus, zejména
druhy M. basilamellaris a M. dispar. Plazmodia téchto jedincli svym usazenim vyvola-
vaji deformaci a atrofii Zabernich listk{i, coZ ma za nasledek zavazné poskozeni respi-
racniho aparatu hostitele. Mimo rod Myxolobus byly u kaprovitych ryb pozorovany
také druhy Thelohanellus nikolskii, ktery zplisobuje vaZnou deformaci ploutevnich pa-
prski, nebo Sphaerospora dykovae, ktery napada vylucovaci soustavu.

Monogenea piedstavuje tiidu plosténct, kteti zpravidla ektoparaziticky napadaji
studenokrevné obratlovce, zejména ryby. Vyjimec¢né parazituji také na korysich, hla-
vonoZcich a savcich. Pfi napadeni ryby parazituji na kiiZi, ploutvich, Zabrach a v dstni
a zaberni dutiné. Nékteri zastupci pronikaji i hloubéji do téla a parazituji ve strevé, mo-
¢ovodu ¢i krevnim recisti. Charakteristickym znakem monogenei je v zadni ¢asti umis-
tény prichycovaci organ, tzv. haptor. Mezi jednotlivymi taxony se haptor ¢asto li8i a
slouZi k identifikaci. Na kaprovi obecném parazituji nékteri zastupci rodu Dactylogy-
rus, napft. D. extensus, D. vastator a D. anchoratus, napadajici Zabry, nebo zastupci rodu
Gyrodactylus G. katharineri a G. cyprini, ktefi se prichytavaji na zabry, ploutve a povrch
téla. Mimo vySe uvedené parazity, kapra obecného Casto napada cizopasnik Eudi-
plozoon nipponicum, ktery se prichytava na Zaberni lupinky. Mezi zastupce napadajici
jiné druhy kaprovitych ryb se radi dal$i druhy rodu Dactylogyrus, napt. D. hypohthal-
michthys, D. lamellatus, D. ctenopharyngodonis ¢i D. macracanthus, nebo také Gyroda-
ctylus tincae.

Trematoda jsou velkou skupinou parazitickych plosténcti, vyskytujicich se u
sladkovodnich i morskych ryb. Vyznacuji se nepfimymi vyvojovymi cykly, béhem kte-
rych méni hostitele. Parazituji témér ve vSech organech, nejc¢astéji v travicim systému.
Kaprovité ryby jsou napadany napft. larvalnim stadiem rodu Diplostomum, které se lo-
kalizuje v o¢nicich ryby a zplisobuje poruchy zraku a orientace. U kapra obecného se
specificky vyskytuje druh Sanguinicola inermis, jehoZ jedinci se rozmnoZuji v krevnim
ecisti, kde mohou zplisobovat ucpani cév a poruchy cirkulace. Dal§im prikladem jsou
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larvy druhu Posthodiplostomum cuticola, které se zanofuji pod kliZi a obaluji se mela-
ninem, coZ vede k tvorbé tmavych skvrn na téle napadené ryby.

Cestoda je jednou z nejznaméjsSich skupin parazitickych plosténcii. Zastupci jsou
obligatni paraziti. Charakteristickym znakem je ztrata stfeva. Jeho funkce je nahrazena
povrchovymi utvary - tzv. mikrotrichy, které zajistuji prisun zivin. Dalsi typicky znak
je prichycovaci organ na prednim konci téla - tzv. scolex. Tvar a stavba scolexu se po-
uzivaji jako identifika¢ni znaky. Maji zpravidla pomérné uzkou hostitelskou specificitu.
Kaprovité ryby napada zejména druh Schyzocotyle acheilognathi, ktery svym prichyce-
nim zplsobuje nekrotizaci stfevni sliznice a ve vysokém poctu miiZe ucpat celé stievo.
Mezi dal8i druhy napadajici kaprovité ryby patfi napt. Khawia sinensis nebo Atractoly-
tocestus huronensis. Cestoda nejsou v souc¢asné dobé povazovany za prili§ vyznamné
patogeny.

Nematoda je velmi pocetnou skupinou patrici do superskupiny Ecdysozoa. Na
rozdil od ostatnich skupin zde najdeme parazitické i neparazitické zastupce suchozem-
ské, sladkovodni i morské. VétSina hlistic ma v predni ¢asti téla ustni otvor, ktery zaro-
ven slouZi k prichyceni k hostitelské tkani. Na zakladé jeho stavby se identifikuji jed-
notlivé druhy. Specificky pro kapra obecného je napt. Philometroides cyprini, ktery pa-
razituje na krvi hostitele a svou migraci v téle zpiisobuje zanéty a prekrveni. Kaprovité
ryby také napada druh Philometroides sanguineus.

Acanthocephala jsou relativné malou a ze soucasného pohledu nevyznamnou
skupinou. Charakteristicka je pro né pritomnost zatazitelného chobotku s hacky, tzv.
proboscis, zajiStujici prijem potravy a podilejici se na metabolismu. Parazituji na
vnitini sténé streva. Kaprovité ryby béZzné napadaji druhy Neoechinorhynchus rutili ¢i
Pomphorhynchus laevis.

Hirudinea jsou velice znamou skupinou ektoparazitii ve vodnim prostiedi. Po-
moci mohutného ustniho Ustroji se prichyti na hostitele, chitinovou Celisti profiznou
jeho kliZi a saji krev. V soucasnosti jsou zastupci Hirundinea vzacni, zejména v navaz-
nosti na nizkou kvalitu vody ve vétSiné chovnych nadrzi. Na kaprovi obecném cizopasi
napf. Piscicola geometra.

Kmen Arthropoda predstavuje nejpocetnéjsi skupinu organismi na zemi. Z hle-
diska onemocnéniryb jsou podstatni zejména paraziticti clenové podkmene Crustacea.
Jejich télo byva pokryté pevnou kutikulou a ¢lenéné do ¢lankd, které vytvari tri hlavni
télesné ¢asti — hlavu, hrud' a zadecek. Charakteristicka je pro né furka na poslednim
¢lanku téla. Kaprovité ryby u nas nejc¢astéji napada Ergasilus sieboldi, ktery se pevné
pFichycuje na Zaberni listky a narusuje tak jejich funkci. Casto dochazi také k Zabernim
infekcim. Mezi dal$i druhy napadajici kaprovité ryby patfi napf. Lernaea cyprinacea
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nebo Argulus foliaceus, ktefi parazituji rovnéz na zabrach. U Argulus foliaceus se také
piredpoklada, Ze miiZe slouZit jako vektor pro dalsi patogeny, v€etné jarni viremie
kapri.

2.2 Virus jarni viremie kapru

Virus jarni viremie kapri, angl. spring viraemia of carp virus (SVCV), je jednim z mnoha
infek¢nich patogenti tradi¢né napadajicich evropské populace kaprovitych ryb,
zejména kapra obecného (Cyprinus carpio), karase obecného (Carassius carassius),
amura bilého (Ctenopharyngodon idella), tolstolobika bilého (Hypophthalmichthys mo-
litrix), tolstolobce pestrého (Hypophthalmichthys nobilis) a dalsi. Vyjimec¢né miiZe na-
padat i jiné Celedi ryb [9]. Onemocnéni zpiisobuje v nakaZenych populacich vyraznou
morbiditu a mortalitu, coZ ma vyrazné hospodarské i environmentalni dopady[10, 11].
OIE oznacuje SVC za vyznamné onemocnénti [2].

SVCV je rozsireny predevSim v Evropé a na blizkém vychodé, ale ma vysoky po-
tencial pro globalni rozsitreni. Nejprve byl objeven v Jugoslavii v roce 1971, odkud se
rychle roz$itil do Francie, statii byvalého Ceskoslovenska a byvalého Sovétského svazu
a posléze i do zbytku Evropy. V poslednich letech byla rovnéZ zaznamenana expanze
do Severni Ameriky (USA) a Asie s nalezy v Koreji a Cin& [9].

2.2.1 Obecna charakteristika rhabdovirt

SVCV je v soucasnosti Fazen do Celedi Rhabdoviridae. Carter et al. [12] uvadi, Ze rhab-
doviry jsou celosvétové rozsiiené a napadaji Sirokou $kalu hostitelli, zahrnujici savce,
ryby, hmyz i rostliny. Jejich nazev pochazi zreckého slova ,rhabdos”, v prekladu
»tycka“. Nejvérnéji tomuto popisu odpovidaji rhabdoviry napadajici rostliny, druhy na-
padajici zvifata maji tvar spiSe zaobleného kuZelu, v literatufe ¢asto prirovnavany ke
tvaru naboje. Virion rhabdovirt je fosfolipidovou membranou enkapsulovany utvar
sloZeny z negativni jednofetézcové RNA (-ssRNA) a zpravidla péti druhti proteinti (ob-
razek 4) [12].

membrana

-ssRNA

N protein

ey E—
— [ — G protein
Obr. 4: Ilustrace virionu rhabdoviru
(Autor: Patrik Rlizicka, upraveno podle L |
Virology: principles and applications. 2nd —

ed.; John B. Carter; 2013) —I—I—
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Nukleoprotein (N) vytvari nukleokapsid s helikalni symetrii o priméru zhruba 50
nanometrti obklopujici RNA. Kromé formace nukleokapsidu hraje N protein roli také
pfi modulaci transkripce [10]. RNA a N protein spoletné tvofi ribonukleoproteinovy
komplex, se kterym jsou asociovany dva dal$i proteiny - fosfoprotein (P) a ,large“ pro-
tein (L). L protein odvozuje sviij ndzev ze skutecnosti, Ze relativné k ostatnim viralnim
proteinim je znatelné vétsi — jeho kdédujici gen zabira témér polovinu z celého viral-
nfho genomu [12]. Jde o multifunkéni protein, aktivni zejména p¥i transkripci. Uzce
spojeny s L proteinem jsou P proteiny, aktivni rovnéz pri transkripci, kdy s L protei-
nem vytvari komplex aktivujici polymerazovou aktivitu [11]. Ribonukleotidovy kom-
plex je pokryty dalsi helikalni vrstvou matrix proteinu (M), ktery mimo udrZovani
strukturalni integrity virionu hraje roli také pti inhibici exprese bunéc¢nych geni [10].
Glykoprotein (G) ve formé trimerickych jehlic ukotvenych v M proteinové vrstvé vy-
¢niva skrze membranu na povrch virionu, kde zajiStuje vazbu na bunécné receptory a
naslednou indukci viralni endocytozy [12].

222 In vitro replikace

Ahne et al. [10] uvadi, Ze optimalni teplota pro in vitro replikaci SVCV je 20 aZ 25 °C.
v permisivnich burikach dobfe definované plaky. Prvni dcefiné viry jsou pritomny 4 az
6 hodin po infekci, cely riistovy cyklus pak trva 8 aZ 10 hodin. SVCV je schopen repli-
kace i v kurecich embryonalnich fibroblastech a savcich ¢i plazich burikach. Morfolo-
gické zmény infikovanych bunék se manifestuji po 36 hodinach od nakazy a zahrnuji
ztratu télesného objemu, krvaceni a tvorbu apoptickych télisek. V priibéhu dalsich 40
hodin projde 70% nakaZenych bunék apoptozou. Infek¢nost SVCV selhava v prostredi
s pH niZ$im neZ 3, nebo vys$$im neZ 12, v pritomnosti lipidovych rozpoustédel a pri
teploté nad 56°C. Virus lze inaktivovat plisobenim formalinu, chloru, jodu, hydroxidu
sodného, UV zarenim, y-radiaci, nebo ¢astecné cyklickym zamrazovanim.

2.23 In vivo replikace

vvvvvv

ralni proteiny G a M. M protein zplisobuje apoptézu bunék hostitele a inhibuje tran-
skrip¢ni mechanismy, coZ napomaha Siteni viru do okolnich bunék. G protein obsta-
rava vstup genetické informace do hostitelské bunky prostrednictvim viralni endo-
cytozy.

Licata et al. [14] dale uvedli, Ze apoptdza infikovanych bunék probiha zajimavym
zptisobem. Exkluze trypanovou modii na infikovanych buiikdch ukazala, Ze nedochazi
k poruSeni membranové integrity. M protein SVCV misto toho uto¢i na DNA informaci
hostitelské buiiky a zplisobuje jeji fragmentaci. Rychlost priibéhu apoptdzy je tak
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moZné inhibovat podanim proteinasovych inhibitor{, napriklad lidského endogenniho
inhibitoru cysteinovych proteaz, které zabranuji fragmentaci DNA.

2.3  PrUbéh onemocnéni jarni viremii kapr(

2.3.1 Prabéh infekce v laboratornich podminkach

Ahne et al. [10] odkazuje na drive provedené experimenty demonstrujici systém pre-
nosu a infekce SVCV vyuZzitim specifickych patogenii prostych (,specific pathogen
free, SPF) jedincli kapra obecného. Jedinci o vaze 30 aZ 50 g byli pti 13 °C infikovani
patogenem SVCV vypuSténym do vody. Infekce byla nejprve detekovana v zZabrach, coz
naznacuje, Ze pravé Zabry jsou prvnim mistem vstupu do téla ryby. Po Ctyfech dnech
se SVCV rozsiril do krevniho obéhu a riiznych organt. Jedenact dni po infekci bylo po-
zorovano vylu¢ovani SVCV z gastrointestinalniho traktu skrze exkrementy - timto zpt-
sobem pronikaji patogeny do vodniho prostiedi a $ifi se v populaci ryb. K prvnim kli-
nickym priznakiim onemocnéni, naptiklad otoky vnitinich organt, zanéty pobrisnice
a tenkého stfeva nebo vnitini krvaceni, dochazelo mezi osmi a jedenacti dny po infekci.
Ke smrti ryb zpiisobené SVCV doslo dvacet dni po infekci. V jedincich, ktefi preZili, pa-
togeny setrvavaly aZ deset tydnii - tito jedinci se pak stali pienaseci onemocnéni.

2.3.2 Enviromentalni a hostitelské faktory ovliviujici infekci

Jak uvadi Palikova et al. [7], SVC se vyznacuje svou zavislosti na teploté okolni vody
jako podmitiujicim faktoru uspésné infekce. Optimalni pro priibéh infekce jsou teploty
10 az 17°C. Mimo teplotni optimum dochazi k prodlouZeni inkuba¢ni doby a sniZeni
zavaznosti vyvolaného onemocnéni. Pravé délka inkubacni doby je na teploté pfimo
zavisla. Pri teploté niZsi neZ 5 °C infekce stale probihd, avsak se zna¢né utlumenymi
priznaky. Pri teploté presahujici 23 °C pak dochézi k thynu pltidké. Na priibéh one-
mocnéni ma vliv také vék hostitele. Nejvice vhimavi jsou mladi jedinci do jednoho roku,
u kterych dosahuje mortalita azZ 70%. U starSich jedincti je mortalita niZsi, okolo 30%.

Podplirny efekt ma pro rozvoj infekce jednoznac¢né environmentalni stres. One-
mocnéni se $ifi rychleji ve znecisténé vodeé a v pireplnénych chovech [15].

2.3.3 Priznaky jarni viremie kapra

Jako klinické priznaky uvadi Palikova et al. [7] ztmavnuti povrchu téla, anémie Zaber,
vysunuti o¢ni bulvy z oc¢nice (exoftalmus) a celkové zvétSeni télni dutiny. Nemocné
ryby jsou apatické a vykazuji ztratu reflexq, ¢asto se shlukuji u biehti nebo kolem pfi-
tokii vody. Dlisledkem onemocnéni jsou hromadné uhyny piredevsim mladych kaprd,
v mens$i mite i ostatnich druhti ryb.
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Palikova et al. [ 7] dale uvadi patologické priznaky, které se projevuji fadou histo-
patologickych zmén. Na prvni pohled nejvyraznéjsi byvaji ¢etna koZni krvaceni na riiz-
nych mistech povrchu téla (obrazek 5 A,B). SVC dale zplisobuje vyrazny otok vsech or-
ganl a hromadéni tekutiny v télni dutiné. Nejvice pozménénou strukturou byva c¢asto
jaterni tkan. Onemocnéni vyvolava v jatrech nadmérnou infiltraci bilych krvinek a silné
otoky. Kombinace téchto dvou faktorti vede k naruseni struktury cévnich stén a v poz-
déjsich fazich k jejich kompletni nekrotizaci. V jaternim parenchymu pak dochazi k
multifokalnim nekrézam, degeneraci tukové tkané a nadmérnému hromadéni krve.

Ackoliv mikroskopicky je nejvice naruSena jaterni tkan, makroskopicky jsou pa-
tologie zjevné spiSe na plynovém méchyrii, kde onemocnéni zpiisobuje naruseni konti-
nuity epitelidlni laminy a vnitini krvaceni do submukézy (obrazek 5 C) [10]. Ve velmi
akutnich pripadech mliZe onemocnéni zasdhnout i nervovou soustavu a periferni
nervy [16].

SVC postihuje vSechny organy hostitele. Nasleduje vycet nevyznamnéjsich patolo-
gickych zmén postihujicich organy jiné neZ jatra a plynovy méchyt podle Palikové et
al. [7]:

e V pankreatu byly pozorovany nehnisavé otoky a multifokalni nekrézy.

e V parietdlni a visceralni ser6ze pobtisnice dochazelo k ¢astym zanétim.

e Lymfatické uzliny byly extrémné roztaZené a vyplnéné odumrielou organickou
hmotou, makrofagy a lymfocyty.

e Ve stirevech byly pozorovany otoky okruzniho svalstva a odlupovani epitelovych
bunék sliznice, nasledované atrofii stifevnich klkda.

e Ve sleziné bylo pozorovano nadmérné hromadéni krve a zvy$ena proliferace bu-
nék retikuloendothelia.

e Vledvinach dochazelo k ucpavani tubuld, vakuolizaci a hyalinni degradaci.

e Vsrdci dochazelo k degeneraci srde¢ni svaloviny a otoku perikardu.
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Obr. 5: Fotografie ryb postiZzenych SVCV
(Prevzato z Palikova et al,, 2019)

2.3.4 Imunitni komponenty hostitele regulujici infekci SVCV

Imunitni signédlni drahy jsou regulovany skupinou cytokinii zahrnujici napf. interfe-
rony (IFN) a interleukiny (IL). Ackoliv jsou cytokiny kli¢ové pro kontrolu infekci, jejich
priliSna exprese miiZe vést ke vzniku zavaznych patologickych zmén [17]. Jako nega-
tivni regulator cytokinl funguje supresor cytokinové signalizace 3 (SOCS3), jehoZ nad-
mérna exprese ma na IFN a IL zna¢né inhibi¢ni ucinky [18]. V imunitnim systému ryb
nakazenych SVCV je exprese SOCS3 vyrazné vyssi, coZ poukazuje na jeho roli pfi regu-
laci imunitni odpovédi na virovou infekci [11].

Hemoxigenaza 1 (HO-1) je cytoprotektivni enzym chranici télo pred oxidativnim
stresem vyvolanym zanéty. Nizka exprese HO-1 vede k chronickym otokiim a silné;jsi
zanétlivou reakci [11]. Podle Yuan et al [19] je u ryb nakaZenych SVCV pozorovana
sniZena exprese HO-1. To naznacuje, Zze SVCV vyvolava v rybach oxidativni stres, coz
vede k poskozeni tkani. Toho dosahuje tvorbou volnych kyslikovych radikald. Lze
predpokladat, Ze jde o mechanismus ochrany napadené burky pred vniknutim dalSiho,
ciztho patogenu. Yuan et al. [19] dale uvadi, Ze vysokd hladina kyslikovych radikalt
vSak piisobi nepfiznivé i na SVCV samotny a sniZuje rychlost replikace. Naopak sniZe-
nim mnoZstvi kyslikovych radikali se rychlost replikace zvySuje.
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Podle Liu et al. [20] je v butikach pfirozené pritomna skupina transkrip¢nich fak-
tort NF-kappaB zodpovédna mimo jiné za expresi genli dileZitych pro zanétlivou od-
povéd’. Spravnym podnétem by mohly byt NF-kappaB stimulovany k nadprodukci vol-
nych kyslikovych radikaldi, ¢ehoZ by bylo moZné vyuZit pro regulaci replikace SVCV.

Ashrafetal [11] uvadi, Ze SVCV po nakaze hostitele indukuje skrze sviij G protein
bunécnou autofagii. Autofagni drahu virus vyuZziva pro zajiSténi vlastni replikace eli-
minaci mitochondrialni DNA posSkozené pri prvotni infekci, coZ zvySuje Zivotaschop-
nost nakaZenych bunék. K indukci dochazi modulaci ERK/mTOR signalni drahy, speci-
ficky utlumenim aktivity mTOR proteinu.

2.3.5 Geny zapojené do imunitni odpovédi vici SVCV

Do imunitni odpovédi proti SVCV je zapojené velké mnoZstvi molekul z nékolika sig-
nalnich drah. Nejvyznamnéj$imi signalnimi drahami v pripadé obrany proti SVCV jsou
Toll-like receptor (TLR) draha [21] a RIG-I-like receptor (RLR) draha (obrazek 6) [11].
Tabulka 1 poskytuje rychly prehled jednotlivych komponentii signalnich drah.

Gen Typ Draha Reference
LGP2 RLR RIG-like [24]
MAVS Protein RIG-like [25]
MDAS Enzym RIG-like [23]
NLRX1 NLR RIG-like [27]
RIG-I RLR RIG-like [23]
STING Protein RIG-like [26]
TRAF6 Protein RIG-like [25]
MYD88 STAP Toll-like [21]
TLR2 TLR Toll-like [21]
TLR7 TLR Toll-like [21]
finTRIM ISG Toll-like, RIG-like [33]
IFNO1-4 IFN Toll-like, RIG-like [29]
IL10 Cytokin Toll-like, RIG-like [21]
IL1B Cytokin Toll-like, RIG-like [21]
IL6 Cytokin Toll-like, RIG-like [21]
IRF3 IRF Toll-like, RIG-like [21]
IRF7 IRF Toll-like, RIG-like [21]
ISG15 ISG Toll-like, RIG-like [21]
MX1 ISG Toll-like, RIG-like [31] Tab. 1: P¥ehled genti zapojenych do
TBK1 Kinaza Toll-like, RIG-like [22] i(f:;ﬁﬁg&gﬁ%@gfgi svev
Viperin ISG Toll-like, RIG-like [32]
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Prvnim krokem v iniciaci imunitni odpovédi je rozpoznani viralnich elementi.
V pripadé TLR drahy jsou klicové receptory TLR2 a TLR7, specializované na detekci
extracelularni patogenni ssRNA [21]. Oba receptory jsou tzv. MYD88-dependentni -
vyuzivaji adaptorovy protein MYD88 k prenosu signalu z receptoru dal. Draha pokra-
Cuje aktivaci proteinu TRAF6, ktery indukuje aktivaci tank-binding kinazy 1 (TBK1)
[22].

RLR draha zac¢ina u RIG-I, MDAS5 a LGP2 receptord, které jsou zamétrené na detekci
intracelularni patogenni RNA [11]. RIG-I a MDAS oba disponuji DExD /H box RNA heli-
kazovou doménu rozpoznavajici viralni RNA a N-terminalni kaspazovou aktivac¢ni a re-
kruta¢ni doménou (CARD) doménou, ktera aktivuje mitochondrialni antiviralni signa-
liza¢ni protein (MAVS) [23]. LGP2 nedisponuje CARD doménou. DokaZe se v§ak nava-
zovat na viralni RNA a kumuluje se v infikovanych burikach. Tyto vlastnosti mu pro-
pljcuji funkci jako regulator aktivity RIG-1 a MDAS, kterym brani v rozpoznavani na-
vazané RNA [24]. V kombinaci tak tyto tii proteiny zajiStuji spravnou a primérenou
aktivaci MAVS.

MAVS je klicovy protein RLR drahy. Exprimuje se na povrchu mitochondrii a skrze
protein TRAF6 indukuje aktivaci TBK1 [25]. Zvlastni soucasti intracelularni detekce
RLR drahy je stimula¢ni protein interferonovych genii (STING). Ac¢koliv je povaZovan
primarné za soucast drah detekujici DNA, recentni studie ale demonstrovaly, Ze pri na-
kaze SVCV se STING aktivuje a poméaha prenaset signaly pochazejici z RIG-1 a MDAS,
¢imZ zesiluje aktivaci MAVS [26]. Naproti tomu jako regulator aktivity MAVS funguje
¢len skupiny NOD-like receptorti (NLR) NLRX1, ktery pii koexpresi s MAVS silné inhi-
buje jeho aktivitu prostrednictvim své NACHT domény [27].

Setkani signalizacnich drah u TBK1 vytvari dileZitou redundanci. Patogeny ve
snaze obejit imunitni systém buiiky ¢asto narusuji posloupnost signalti a brani tak ak-
tivaci konecné imunitni odpovédi. Napriklad N-protein SVCV po proniknuti do buriky
cili pravé na MAVS a inhibuje jeho aktivitu, ¢imZ prerusi celou RLR drahu [28]. Imunitni
odpovéd je vSak stale mozné aktivovat skrze TLR drahu.

TBK1 ma v imunitni odpovédi velmi diileZitou roli jako hlavni systém indukce a
regulace transkripc¢nich faktort interferonii (IRF) [22]. Pro TLR a RLR drahy jsou Kkli-
¢ové zejména IRF3 a IRF7. Jejich hlavni roli je iniciace transkripce antiviralnich gent
uvnitf jadra buriky a kontrola aktivity v pocatcich imunitni odpovédi [21].

Jadro, upozornéné na pritomnost patogenti piichodem transkripcnich faktord,

pokracuje imunitni odpovéd’ transkripci a uvolnénim cytokin, které zprostiredkova-
vaji autokrinni, parakrinni a endokrinni signalizaci. Cytokiny miiZeme rozdélit na dvé
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podskupiny - interferony (INF) a interleukiny (IL). Interferony plni mnoho rtiznych
roli pri regulaci imunitniho systému. Signalizuji skrze JAK/STAT drahu a indukuji ex-
presi interferony stimulovanych genti (ISG). U ryb najdeme unikatni skupinu interfe-
ront [FN¢, v rdmci niZ rozliSujeme subtypy 1-4. VSechny IFN¢ dokaZi spoustét antivi-
ralni reakci buriky, av8ak signalizuji rozdilnymi receptorovymi retézci [29]. Interleu-
kiny jsou molekuly zodpovédné za spousténi zanétlivych reakci a mezibuné¢nou regu-
laci imunitniho systému aktivaci rtiznych navazujicich kaskad. Pti infekci SVCV byla
pozorovana piitomnost zejména IL1[3, IL6 a IL10 [21].

Kone¢nym krokem signalnich drah jsou ISG. Maji Sirokou Skalu funkci, které pou-
Zivaji pro boj s patogeny, mimo jiné napt. upozornéni neinfikovanych bunék, zastaveni
viralni replikace, udrzeni patogenu uvniti buriky a dalsi [30]. V pripadé zde uvedenych
drah patii mezi dilezité ISG napt. ISG15, MX1, viperin ¢i finTRIM. ISG15 slouZi jako
znacka pro bunécné proteiny a mediator interferonové odpovédi [21]. Funkce MX1
v soucasnosti neni zcela objasnéna, recentni studie ale prokazaly, Ze jeho exprese vede
ke znatnému utlumu cytopatického efektu [31]. Viperin, specificky jeho varianta vy-
skytujici se v rybach viperin_sv1 je vyznamny antiviralni protein, ktery pracuje jako
mediator antiviralni aktivity regulujici proteinovou expresi RIG-I a svoji katalytickou
aktivitou vyznamné p¥ispiva k obrané vii¢i infekci [32]. Clen skupiny tripartite-motif
proteint (TRIM), pro ryby specificky finTRIM, specificky protein FTR36 dokaZe vy-
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2.4 Dynamika Sifeni SVCV

SVCV se §ifi horizontélné, se schopnosti velmi rychle infikovat velké mnoZstvi jedincti
v dané populaci. Vertikalni prenos neni pravdépodobny, nelze ho v3ak zcela vyloucit
[7]. SVCV ziistava pri teplotach 4 az 10 °C infek¢ni déle neZ ¢tyti tydny ve vodnim pro-
stiedi, a témér Sest tydnli v bahnitém substratu. Podle Ahne et al. [10] mohou mit né-
které druhy kaprovitych ryb priibéh onemocnéni zcela asymptomaticky a bez patolo-
gickych zmén, Casto se ale nasledné stavaji rezervoary SVCV. Autofi rovnéz uvadéji
moZnost prenosu SVCV skrze pijavice a rtizné ryboZravé ptaky. Dalsim potencidlnim
vektorem by podle autor mohli byt i vodni ¢lenovci.

2.5 Diagnostika SVCV

Nejzakladnéjsi metodou diagnostiky SVCV je vizudlni zhodnoceni priznakii onemoc-
néni. Kromé fyzickych priznakil lze také pozorovat zmény v chovani - jedinci jsou
znacné letargicti, maji zpomalené reakce, nebrani se odchytu a ¢asto se shlukuji kolem
pritokl do vodni nadrZe [10]. Podezieni na vyskyt ndkazy musi byt vZdy co nejrychleji
potvrzeno laboratorni analyzou.

V laboratofi je SVCV béZné kultivovan na bunéc¢nych liniich EPC (endothelial pro-
genitor cell) a FHM (fathead minnow) pri teploté 20 °C [7]. V kultivovanych vzorcich
1ze nasledné pozorovat cytopatologické zmény a pritomnost SVCV potvrdit béZnymi
serologickymi metodami, jako jsou imunofluorescenc¢ni assay, imunoperoxidazova
assay, virus neutraliza¢ni test a metoda ELISA [11]. SVCV ma pfi serologickém testo-
vani ¢asto kiiZové reakce s jinymi rhabdoviry, a kazdy pozitivni serologicky nalez tak
musi byt vzdy potvrzen molekularnimi metodami, napf. vyuzitim RT-PCR s naslednou
nested PCR [34], nebo vyuZitim polyklondlnich protilatek [35]. Elektronovou mikro-
skopii Ize také identifikovat typicky tvar virové castice [7].

Kromé téchto tradi¢nich pristupli jsou v soucasnosti zkoumany i moderné;jsi me-
tody. Shivappa et al. [36] se zaméril na moZnost vyuZziti RT-LAMP analyzy, ktera s po-
moci Ctyt setll specializovanych primert detekuje SVCV na zakladé pritomnosti nukle-
otidovych sekvenci virovych G a M proteinti. Hlavni vyhodou této metody je relativni
jednoduchost a rychlost. V porovnani s nested RT-PCR také poskytuje téméf shodnou
specificitu a umoziuje detekci i v nizkych koncentracich vzorku.

Recentnim pristupem v diagnostice SVCV je detekce biomolekul. Oligonukleotidy

mohou byt v koloidnim roztoku hybridizovany se zlatymi nanocasticemi, cehoz lze vy-
uzit pro vytvoreni specifické hybridiza¢ni sondy, ktera pfimo detekuje SVCV [37]. Tato
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metoda je vysoce specificka a oproti metodam zaloZenym na PCR nevyZaduje pred-
chozi amplifikaci virové RNA. Test Ize tedy provést ve vyrazné kratSim case a bez nut-
nosti vyuziti PCR termocykleru [11].

2.5.1 Stanoveni specifickych protilatek SVCV ve vzorcich metodou
ELISA

Metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je nejbéZnéji pouZzivanou sero-
logickou diagnostickou metodou. Jak popisuje Crowther et al. [38], princip této metody
spociva v postupném navazovani protilatek na pripraveny bunécny substrat, které pak
reakci s dalSimi slozkami méni barvu. Vysledné vzorky jsou pak spektrofotometricky
analyzovany. Metoda se provadi na tzv. GAMA destickach (obrazek 7), které maji 96
jamek pro davkovani vzorkd.

Pro detekci specifickych protilatek SVCV lze vyuzit variantu metody ELISA, tzv.
sandwich-ELISA. Nasledujici popis postupu byl vypracovan na zakladé kombinace kon-
zultace a demonstrace s MVDr. Reschovou a informaci uvedenych ve ¢lanku Reschova
et. al. [39].V prvnim kroku jsou dna jamek naneseny buriiky exprimujici znamy antigen
proti SVCV. Buiiky jsou poté 30 minut blokovany zalitim v 5% roztoku fosfatem pufro-
vaného fyziologického roztoku s pridanym polysorbatem 20 (PBST), coZ pomaha zvy-
Sit specificitu. Po vymyti jsou do jamek naneseny naredéné vzorky krevniho séra ode-
brané z testovanych ryb. Desticka je poté 1 hodinu inkubovana ve vlhké komfrce pri
37°C. Po inkubaci jsou do kazdé jamky naneseny komerc¢né pripravené monoklonalni
protilatky MoA Clg a desticka je opétinkubovana 1 hodinu ve stejnych podminkach. Po
druhé kultivaci je do kazdé jamky nanesen tzv. konjugat RAMIgG/Px, obsahujici proti-
latky s navazanym enzymem a desticka je opét 1 hodinu inkubovana za stejnych pod-
minek. Mezi kazdym predchozim krokem je desticka promyta roztokem PBST. Po po-
sledni inkubaci je do kazdé jamky nanesen substrat ve formé jednoslozkového roztoku
Tetramethylbenzidin (TMB). V tomto kroku zac¢ina chromaticka reakce a vzorky v jam-
kach ziskavaji azurové modrou barvu. Tato reakce musi byt po 10 minutach zastavena
pridanim 1M roztoku kyseliny sirové do kazdé jamky. Zbarveni jamek se timto zméni
na zZluté. Absorbance vzorkl je zméiena na spektrofotometru pii vinové délce 450 nm.
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Na desce musi byt kromé vzorki pripraveny také blank a pozitivni i negativni kontroln{
séra.

Obr. 7: Fotografie GAMA destic¢ky ihned po
dokonceni metody ELISA.
(Autor: Patrik RliZicka)

Mechanismus metody sandwich-ELISA je zaloZeny na vzajemném navazani jed-
notlivych protilatek. Na antigeny prezentované buiikami na dné jamek se navazuji pro-
tilatky viici SVCV obsaZené ve vzorku z nemocné ryby. Na tyto protilatky se navazuji
pridané monoklonalni protilatky, na které se pak navazuji protilatky pritomné v kon-
jugatu. Na protilatkach v konjugatu je navazany enzym, ktery umoziiuje reakci ménici
barvu vzorku. Dale je pridan substrat, ktery reakci s pritomnym enzymem vyvola
zménu zbarveni jamky. Tato reakce musi byt zastavena pridanim roztoku kyseliny si-
rové, aby absorbance vzorki ziistala pti analyze konstantni. V piipadé Ze jde o nega-
tivni vzorek, nedojde k prvotnimu navazani protilatek na antigen prezentujici burky a
nasledné ani k navazani vSech ostatnich. Po pridani substratu tak neni pritomen en-
zym, se kterym probiha reakce a jamka ziistane Cira. Intenzita zbarveni pak odpovida
mnoZstvi protilatek v jamce. Proces je vizualné znazornén diagramem v obrazku 8.
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Obr. 8: Diagram stanoveni specifickych
protilatek vii¢i SVCV ve vzorcich meto-
dou sandwich-ELISA.

(Autor: Patrik RliZzicka)
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2.6 Prevence SVCV

Ahne et al. [10] uvadi, Ze nejdiileZitéjSim faktorem rozhodujicim o zavaZnosti onemoc-
néni SVCV je teplota vody, ve které se ryba nachazi. Teploty nad 20°C ve vétSiné pri-
padii zajistuji schopnost ryby vytvaret dostate¢né mnoZstvi interferont a protilatek
pro ochranu proti infekci. V chovech s regulovanym prostredim je tudiZ moZné pro-
puknuti onemocnéni zabranit jednoduchym zvySenim teploty vody. Pro oteviené
chovy v tropickych a subtropickych pasmech nepredstavuje SVC nebezpedi, jelikoZ tep-
lota vody je zde prirozené dostate¢né vysoka.

V mistech, kde SVC neni rozsireny se pri objeveni nakazy bézné pristupuje k era-
dikaci celého chovu s cilem zabranit vniknuti viru do vodnich tokl. V mirném pasmu
je prevence v otevirenych chovech znacné sloZitéjsi, zejména ve vychodni Evropé, kde
je virus tak rozsiteny, Ze ndkaza chovii je zpravidla nevyhnutelnd [40]. V mensSich mo-
dernich farmach je stale moZné v omezené mire regulovat teplotu, a predevsim kvalitu
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vody, coZ pomaha omezit intenzitu propuknutych nakaz. Ve velkych chovech, jako jsou
chovné rybniky v Ceské republice, nejsou bé%né metody prevence dostatujici. Regu-
lace teploty zde neni prakticky moZna a spojeni s ostatnimi vodnimi systémy umoZiiuje
snadnou migraci pienasecli a vzajemnou kontaminaci mezi chovnymi a volnymi hejny
[10].

Jednim z pristupii k prevenci jsou podle Ahne et al. [10] selekce, hybridizace a ge-
netickd manipulace kapri s cilem vytvoftit linii odolnou vii¢i SVCV. Tento pristup ma
dlouhou tradici zejména v Rusku, odkud pochazi tzv. Krasnodarska varianta kapra
obecného [41]. Data o efektivnosti resistence téchto linii jsou vS§ak v soucasnosti nedo-
statefna, a Zadna linie dosud nebyla relevantné otestovana.

Dal8i moZnosti je hledani efektivnich metod imunoprofylaxe. Ac¢koliv jiZ byla vy-
vinuta DNA vakcina, ktera je experimentalné vysoce efektivni, z diivodu vysokych pro-
dukénich a regulacnich ndkladd neni komeréné vyuZivana [40]. Intraperitonedlni a
oralni vakcinace aktivnim virem miiZe vSak v jedincich vytvorit zna¢nou rezistenci
k opétovanému nakaZeni. Vakcina by idealné méla byt podana na podzim, pfi teploté
vody nad 19°C.

Bylo rovnéZ experimentalné prokazano, Ze plasmidova DNA kddujici glykoprotein
SVC dokaze v ockovanych jedincich navodit nespecifickou imunitni reakci proti in-
fek¢ni hematopoetické nekrdze [10]. Ackoliv jiZ existuji DNA vakciny s velmi vysokou
ucinnosti, Zadna z nich zatim nedosahla celosvétové komercni distribuce [42].

Jako modernéjsi metoda je zkoumana metoda doruceni antigenti do téla jedince
s vyuZzitim bakterii rodu Lactobacillus jako vektoru. V roce 2015 Cui et al. [43] provedli
studii geneticky upravenych bakterii Lactobacillus plantarum, které spole¢né exprimo-
valy G protein SVCV a ORF81 protein koi herpesviru. Cilem studie bylo posoudit pou-
Zitelnost této bakterie pro vytvoreni ochranné imunity u kapra po oralni inokulaci. Na-
ockovani jedinci kapra obecného vykazovali efektivni ochranu 71%, jedinci koi kapra
pak 53 %. Obé formy kapra vykazovaly znacné zvySenou hladinu imunoglobulinu M
[43]. V souctasné dobé byla jiZ vakcina zaloZena na této metodé uspéSné vyvinuta. Na-
chazi se v3ak stale ve fazi vyhodnocovani efektivity a neni dostupna k obecnému vyu-
Ziti [44].
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3 Zaveér

V bakalarské praci jsou formou literarni reSerSe shrnuty recentni poznatky v oblasti
problematiky nakazy uZitkovych kaprovitych ryb virem jarni viremie kapri. Prace
upozoriiuje na diileZitost problematiky jarni viremie kapri jako vyznamného onemoc-
néni kaprovitych ryb z hlediska vyzkumného i hospodarského.

Samotnd prace poskytuje pohled na postaveni viru jarni viremie kaprii mezi ostat-
nimi patogeny kaprovitych ryb a podava obecné informace o viru a jeho vlastnostech.
Popisuje zakladni mechanismy infekce hostitele, replikace a Sifeni. Hlavni zaméteni je
vSak na genové a molekularni interakce viru s hostitelskymi butikami. Je poskytnut
pirehled bunécnych signalnich drah zapojenych do imunitni odpovédi vii¢i SVCV a jed-
notlivych molekul zapojenych do signaliza¢nich mechanismi. Dale jsou popsany me-
tody diagnostiky se zamérenim na metody detekce specifickych protilatek. Rovnézjsou
uvedeny nékteré moderni moznosti prevence z pohledu tradi¢ni vakcinace, ¢i hybridi-
zace vice odolnych jedinct. K praci je rovnéZ priloZena analyza realizovaného experi-
mentu popisujiciho detekci protilatek viici SVCV a porovnavajici efektivnost imunit-
niho systému viici infekci u ¢istych linii dvou druhti kaprovitych ryb a hybridnich linii.

Vyzkum v oblasti SVCV je v soucasné dobé do jisté miry prehlizen. Téma je do bu-
doucnosti velice perspektivni nejen z hlediska studia rhabdovird, ale také z pohledu
zkoumani imunitniho systému ryb. Vysledky ziskané v tomto sméru mohou najit vy-
razné uplatnéni v akvakulture a rybim hospodarstvi. Mezi témata budouciho vyzkumu
se znacnym potencidlem patfi rozvoj technologii hybridizace ve sméru produkce chov-
nych linif vice odolnych vii¢i patogentim. Navazujici vyzkum by se tak mohl zabyvat
napt. hledanim hybridnich linii kaprovitych ryb, jeZ jsou vysoce odolna vii¢i béZnym
patogenlim, pricemz jeji produkce zlistava dostatecné vysoka pro komercni chov.
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Priloha A Experimentalni studie

1.1 Uvod

Studie predloZena v bakalarské praci byla realizovana v navaznosti na experiment
s SVCV infekci provadény prof. RNDr. Andreou Vete$nikovou Simkovou, Ph.D. [45]. Ci-
lem studie predloZené v bakalarské praci bylo srovnat tvorbu specifickych protilatek
ve vztahu kinfekci SVCV u kapra obecného (druh vnimavy k infekci SVCV), karase
stiibritého (druh rezistentni k infekci SVCV), a dvou vybranych hybridnich linii repre-
zentujicich jednu F1 generaci a jednu generaci zpétnych kriZencii (,backcross” gene-
race).

1.2 Metodika

Pro potreby studie byli odchyceni jedinci C. carpio, C. gibelio a jejich prirozené se vy-
skytujici hybridi F1 generace. Odchyt byl proveden v Hlohoveckém rybniku, ktery se
nachazi v Lednicko-valtickém arealu. Odchycenti jedinci byli prevezeni do chovného
prostoru. U vSech F1 hybridl byla potvrzena pritomnost mtDNA C. gibelio. Hybridni
jedinci byli identifikovani na zakladé meristickych znakl a vyuZitim molekularnich
markerti [45].

Odchyceni jedinci byli rozdéleni podle pohlavi do provzdusnovanych kadi. Prida-
nim komerc¢né vyrobeného hypofyzarniho hormonu a naslednym zvySenim teploty
byla pak stimulovana ovulace a spermiogeneze. Vyprodukované oocyty a spermie byly
odebrany a pouZzity pro umélé oplodnéni. Bylo pripraveno celkem 9 linii, relevantni
pro tuto praci jsou 4 linie vzniklé kombinacemi uvedenymi v tabulce 1.

Samice Samec Linie
C. carpio C. carpio C. carpio
C. gibelio C. gibelio C. gibelio
C. gibelio C. carpio F1

C. carpio F1 Backcross

Tabulka 1: Line studované pro tvorbu specifickych protilatek vii¢i SVCV

Ziskani potomci byli odchovavani do véku dvou let. V dobé analyzy specifickych
protilatek dosahovali celkové délky uvedené v tabulce 2.
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Linie dl:’:iﬁgn;::rl:) Smérodatna odchylka
C. carpio 101,59 5,38
C. gibelio 83,27 6,61
F1 91,31 6,14
Backcross 92,78 4,89

Tabulka 2: Télesné rozméry pokusnych jedinci

Jedinci z rGznych linii byli poté umisténi do provzdusiiovanych akvarii s teplotou
vody 20°C. Z kazdé linie bylo hodnoceno 10-15 jedincli. V§echna akvaria méla objem
vody 90 L. Ryby byly v pribéhu experimentu krmeny zmrazenymi ZabronoZkami rodu
Artemia a komer¢nim krmivem typu suché granule a vlo¢ky znacky , Tetra Min“.

Kazdy jedinec byl intraperitonealné infikovan SVCV (infek¢ni davka 1,9E+08
TCID50/ml). Infek¢ni davka byla urcena tak, aby dostate¢né aktivovala imunitni sys-
tém nakaZeného jedince, ale zaroven omezila virem zplisobenou mortalitu. KaZdému
jedinci bylo z kaudalni cévy odebrano 50 pl krve v ¢asovych intervalech uvedenych
v tabulce 3.

Cislo odbéru Pocet dnii od infekce
Odbér 1 20
Odbér 2 35
Odbér 3 50
Odbér 4 100
Odbér 5 200

Tabulka 3: Casové intervaly jednotlivych odbérii

Odebrané vzorky byly analyzovany metodou ELISA v souladu s postupem popsa-
nym v kapitole 2.5.1.

1.3  Vysledky

Spektrofotometrii bylo uré¢eno mnozstvi protilatek v kazdém jedinci v jednotlivych od-
bérech. Namérené priimérné mnoZstvi protilatek u kazdé linie pti kazdém odbéru je
uvedeno v grafu 1. Efekt odbéru na zménu protilatek byl analyzovan vyuZzitim Kruskal-
Wallis testu.
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Graf 1: Mnozstvi namérenych protilatek u jednotlivych linii v ¢ase

Nasledné bylo provedeno mnohonasobné porovnani statisticky vyznamné odlis-

nosti mezi jednotlivymi odbéry. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 4-7.

C. carpio Odbér 1 Odbér 2 Odbér 3 Odbér 4 Odbér 5
Odbér 1 1,000000 1,000000 0,141723 0,000340
Odbér 2 1,000000 1,000000 0,049955 0,000068
Odbér 3 1,000000 1,000000 0,100024 0,000197
Odbér 4 0,141723 0,049955 0,100024 0,906541
Odbér 5 0,000340 0,000068 0,000197 0,906541

Tabulka 4: Mnohonéasobné porovnani odbért u C. carpio (*0,05)
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C. gibelio Odbér 1 Odbér 2 Odbér 3 Odbér 4 Odbér 5
Odbér 1 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Odbér 2 1,000000 0,421088 0,037196 0,032536
Odbér 3 1,000000 0,421088 1,000000 1,000000
Odbér 4 1,000000 0,037196 1,000000 1,000000
Odbér 5 1,000000 0,032536 1,000000 1,000000
Tabulka 5: Mnohonasobné porovnani odbért u C. gibelio (*0,05)
F1 Odbér 1 Odbér 2 Odbér 3 Odbér 4 Odbér 5
Odbér 1 1,000000 1,000000 0,844053 0,011872
Odbér 2 1,000000 1,000000 0,519579 0,005407
Odbér 3 1,000000 1,000000 0,177538 0,001015
Odbér 4 0,844053 0,519579 0,177538 1,000000
Odbér 5 0,011872 0,005407 0,001015 1,000000
Tabulka 6: Mnohondsobné porovnani odbérti u F1 generace (*0,05)

backcross Odbér 1 Odbér 2 Odbér 3 Odbér 4 Odbér 5
Odbér 1 1,000000 1,000000 1,000000 0,003259
Odbér 2 1,000000 1,000000 0,269979 0,000068
Odbér 3 1,000000 1,000000 1,000000 0,004207
Odbér 4 1,000000 0,269979 1,000000 0,221992
Odbér 5 0,003259 0,000068 0,004207 0,221992

Tabulka 7: Mnohonasobné porovnani odbért u backcross generace (*0,05)

U jednotlivych linii byla zaznamendana riizna intenzita charakteristickych pii-
znakli onemocnéni SVCV. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

Linie Procento jedinct s danou intenzitou piiznak
zadné mirné stredni vysoké
C. carpio 40,9% 13,6% 31,8% 13,6%
C. gibelio 100,0% 0% 0% 0%
F1 linie 100,0% 0% 0% 0%
Backcross linie 0% 60,0% 20,0% 20,0%

Tabulka 8: Procentualni zastoupeni intenzity priznaki
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1.4 Vyhodnoceni

Na zakladé procentudlniho vyjadreni intenzity ptriznakl v tabulce 4 je ziejmé, Ze karas
obecny a F1 generace hybridli nevykazuji pfiznaky nemoci. Naopak, kapr obecny a ge-
nerace zpétnych kriZencii vykazovali mirné, stredni a vysoké ptiznaky nemoci. Tvorba
specifickych protilatek je zndzornéna v grafu 1. Krivka prochézejici aritmetickym prii-
mérem naméiené hodnoty protilatek u kazdého odbéru ukazuje vyvoj nemoci v case.
Do jisté miry jsou si grafy jednotlivych linii podobné. Na kaZzdém mtiZeme vidét kratké
pocatecni zvySeni hladiny protilatek, maximum a pozvolny pokles. Zaznamenany byly
vyrazné rozdily v hladiné protilatek mezi jednotlivymi liniemi. Vét$i mnoZstvi protila-
tek v téle naznacuje silnéjsi reakci imunitniho systému, coz Ize interpretovat jako vyssi
detekovano u C. gibelio, nejvyssi hladinu protilatek pak vykazovali jedinci C. carpio. Li-
nie F1 hybridl a backcross hybridii se pak pohybovaly mezi hladinou protilatek namé-
fenou pro C. carpio a C. gibelio. F1 linie hybridii méla hladinu protilatek niZsi neZ linie
backcross hybridi.

Z.vySe uvedenych informaci vyplyva, Ze nejméné nachylny k infekci SVCV je C.
gibelio. Naopak nejvice nachylny je C. carpio. Jedinci linie F1 hybridd jsou viic¢i infekci
témér stejné odolni jako C. gibelio. Z toho lze usuzovat na hybridni heterozi u F1 gene-
race. Linie zpétnych kiiZencii (backcross hybrid) byla pak k nemoci nachylnéjsinez F1,
ale méné nachylna nez C. caprio.

Pro ovéreni vyznamnosti efektu odbéru na hladinu protilatek SVCV byla pro kaZz-
dou z linii aplikovan neparametricky Kruskal-Wallis test, jelikoZ data nemaji normalni
rozloZeni. Byl prokazan statisticky vyznamny efekt odbéru na hladinu protilatek u
kaZzdé ze studovanych linii (p <0.05).

Z vysledkil analyzy vyplyva, Ze SVCV je geneticky nejvice kompatibilni s C. carpio a nej-

méné s C. gibelio. S naristajici proporci genli C. carpio v genomu hybridd, se zvysSuje
nachylnost k nemoci a tvorba specifickych protilatek jako odpovéd na infekci.
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