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1 Uvod

Vyskyt virovych onemocnéni se ¢asem méni, zatimco v minulém stoleti se
celkem casto vyskytovala jarni virémie kapr( (SVC), v soucasnosti se nejvice
setkavame s koi herpesvirézou (KHVD) a s edémovou nemoci kaprd (CEVD),
s onemocnénimi, ktera jsou si klinickymi pfiznaky i patologickymi zménami
velmi podobna. Navic mohou byt doprovazena vysokou mortalitou obsad-
ky a potaZzmo vyssimi ekonomickymi ztratami v chovech kapru a koi kaprd.
KHVD stéle zUstava nakazou povinnou hlasenim, a i kdyZ v souvislosti se
zménou evropské legislativy se jiz nepfistupuje k radikalnim opatfenim,
je potreba rozliSit, o které onemocnéni se jedna. I kdyz jde o virova one-
mocnéni, pro které nenf k dispozici G¢inna terapie, v praxi je velice dlleZi-
té provést co nejrychlejsi diagnostiku, aby chovatelé védéli, co je pric¢inou
zdravotnich problém( ryb a mohli podle toho s rybami nakladat, zamezit
dalSimu Sifeni choroby a sniZit tak ekonomické ztraty v chovu.

Edémova nemoc kaprG (CEVD), onemocnéni zndmé rovnéZ jako spava
nemoc koi kaprl (KSD), se v soucasnosti vyskytuje prakticky ve vsech ze-
mich, kde jsou chovani kapfi nebo jejich barevné varianty koi. Prvni zminky
o edémové nemoci kaprii pochézeji ze 70. let 20. stoleti z Japonska. V Ceské
republice byl prvni hromadny Uhyn kaprd obecnych, u nichzZ byla zpétné
molekuldrné detekovana pfitomnost CEV, zaznamenan v roce 2013. Od té
doby byva na naSem Uzemi CEV detekovan v jarnich i podzimnich mésicich
v nékolika pfipadech rocné.

PGvodcem onemocnéni je virus zarazeny do Celedi Poxviridae.

Virus byl prozatim detekovan pouze ve tkanich kapra obecného (Cyprinus
carpio) a jeho barevné variety koi, u nichz, s ohledem na klinické priznaky,
je onemocnéni oznacovano jako spava nemoc koi kaprud (KSD).

Zatimco u kaprd dochazi k propuknuti infekce ¢asto pfi teploté vody mezi
6-10 °C, u koi kaprl je onemocnéni diagnostikovano predevsim pfi teploté
vody mezi 15-25 °C. Onemocnéni propukne ¢asto v souvislosti se stresem
z prepravy, pfipadné spojenym s rozdilnou teplotou vody a byva doprova-
zeno velmi charakteristickymi zmé&nami chovani.

Ryby jsou apatické, ztraci Unikovy reflex (obr. 1) a €asto se vyskytuji u vodni
hladiny, kde lapaji po vzduchu. U koi kapr{ ryby casto lezi na dné jezirka.
Typicka je vysoka mortalita dosahujici az 100 %. Virus se mnozi zejména
v Zabrech, kde se vétSinou vyskytuji i hlavni patologické zmé&ny. Zmény
na zabrach mohou byt velmi pestré, od zvySeného zahlenéni, zdufeni az
po pritomnost rozsahlych nekrotickych 1ézi (obr. 2). Kromé postizeni Za-
ber mlze byt patrny enoftalmus, lokalni zvySena tvorba kozniho hlenu,
pritomnost koznich lézi a celkovy edém. Onemocnéni se Casto vyskytuje
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Obr. 1.: Klinické pfiznaky typické pro
ha, ztrata unikového reflexu.

CEVD u kaprli obecnych: shromazdovani u bre-

Obr. 2.: PFi onemocnéni vyvolaném Carp Edema Virem (CEV) jsou nejvice postizeny
Zabry, na nichz byvaji pfitomny nekrotické 1éze v rizném rozsahu, casto sekundarné
zaplisnéné.

jako multifaktorialni spolu s pfidruzenymi virovymi, bakterialnimi ¢i para-
zitarnimi infekcemi. V nékolika pfipadech doslo ke sniZeni ztrat po terape-
utickych zasazich zamérenych na pfitomné koinfekce. Ryby s progresivni
patologii Zaber ztraceji schopnost udrzovat stalé vnitfni prostfedi. To ma
za nasledek tézkou metabolickou poruchu v disledku zhorsené respiracni
a vylu€ovaci funkce Zaber. V zavislosti na poruSe iontové rovnovahy se zda,
Ze pridani NacCl (0,5 %) do vody, (metoda, kterou jiz desitky let pouZzivaji
japonsti chovatelé koi kaprt), pom(ze nemocnym rybam zlepsit osmotické
podminky vnitfniho prostredi.
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Vzhledem k tomu, Ze se dosud nedafi virus izolovat na bézné pouzivanych
tkanovych kulturach, diagnostika je zaloZena na detekci virové DNA pomo-
ci molekuladrnich metod, konvenc¢ni, nested nebo real-time PCR z Zaberni
tkané.

V ramci prevence CEV by mély byt uplatfiovany podobné pristupy jako u koi
herpesvirézy (KHVD), to znamena nakup ryb z ddvéryhodnych zdrojl, ka-
ranténa noveé privezenych ryb, dezinfekce nadrzi a rybolovného naradi, ne-
prehustovani obsadek a udrzovani ryb v dobré kondici. Vysledky vyzkum-
nych studii rovnéz potvrzuji, Ze plemena rezistentné&jsi vici KHV budou
vykazovat vyssi odolnost i vici CEV. Chovatelé koi kaprd v Japonsku jako
prevenci propuknuti onemocnéni CEV v dlsledku stresové zatéze (trans-
port, zhorSena kvalita vody) pouZzivaji dlouhodobou koupel ryb v 0,5% roz-
toku kuchyriské soli.

2 Cil funkéniho vzorku

Pro diagnostiku onemocnéni je potfeba vcasna detekce plvodce. K této
detekci Ize vyuzit i rychlych diagnostickych molekuldrnich metod pfimo
v terénu. Tyto metody nejsou v sou¢asné dobé v CR vyuZivany pro diagnos-
tiku onemocnéni v chovech ryb. Cilem funk&niho vzorku je optimalizace
primerd pro detekci viru zplsobujiciho edémovou nemoc kaprd (CEVD)
metodou loop-mediated isothermal amplification (LAMP) v€etné provede-
ni testl specifity a citlivosti postupu. Dil¢im cilem je detekce virové DNA
nejenom rybach, ale i v prostfedi pomoci environmentalni DNA (eDNA),
coz pfedstavuje neinvazivni metodu detekce. Kone€nym cilem je vytvore-
ni protokolu celkového postupu od odbéru vzorku, izolace DNA, analyzy
az do vyhodnoceni vysledku. Soucasti funkéniho vzorku je ovéFeni metody
s terénnimi vzorky.

3 Vlastni popis funkéniho vzorku

a) Odbeér vzorku tkani a eDNA

K pripravé vzorku staci velmi malé mnoZzstvi tkané, ktera mize byt odebra-
na i z Zivé ryby a nijak zdsadné ji neposkodi. Sterilnimi nlzkami odstfih-
neme cca 1 cm dlouhy kousek jednoho Zaberniho listku a pfemistime do
zkumavky (objem odebrané tkané je okolo 0.2 cm?3). VétSi mnozstvi tkané
neni Zadouci, protoze komplikuje naslednou izolaci DNA.

Environmentalini DNA je detekovana z filtrQ, pres které manualné pomo-
ci stfikacky protlacime co nejvétSi mnozstvi vody, alespofi 350-400 ml.
Konkrétné se jednd o mikrobiologické filtry SVHVL10RC s velikosti port
0.45 pm s PVDF membranou a Luer vstupem/vystupem (MilliporeSigma).
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Membrana mikrobiologického filtru se rychle zanasi, proto u kalné &i jinak
Casticemi znecisténé vody nejprve zbavime vodu necistot prelitim pres filt-
racni papir (grade 4), nebo jemné sitko. Membranu posléze vyndame z fil-
tru (je potfeba jej ,rozlousknout” kleStémi) a celou pouzijeme k izolaci DNA.

b) Terénniizolace DNA a eDNA

Pokud izolujeme DNA v laboratofi, Ize standardné vyuZzit izolaci pomoci ko-
mercniho kitu. Tato metoda je ale v terénnich podminkach nepouZzitelna
pro svou narocnost na ¢as a vybaveni. V terénu se k izolaci obvykle pouziva
Cinidlo PrepMan™ Ultra (ThermoFisher Scientific, USA), kdy odebrany kou-
sek tkané zalijeme 50 pl chemikalie a vafime 10 minut. Takto vyizolované
vzorky rybi tkdné oviem casto obsahuji inhibitory, které zpomaluji nebo
zastavuji amplifikaci DNA. Tuto inhibici nelze omezit pfidanim bovinniho
sérového albuminu. Proto je nutné vzorky vyizolované v PrepMan jesté
pred vySetfenim naredit, idealné 100x, aby se inhibitory rozredily.
Abychom se v terénu obesli bez fedéni, Ize rybi tkan pouze rozvarit po dobu
10 minut v 500 pl destilované vody. Takto ziskany vzorek jiz neni tfeba Fedit.

Izolace z filtr( probihd obdobné, tedy bud vareni (10 minut) v PrepMan
nebo v 500 pl destilované vody.

c) Detekce CEV

Metoda LAMP pracuje se tfemi pary primerd. Pouzité primery (Cano et al.
2021) cili na Usek p4A genu o délce 224 bp, jejich sekvence a koncentrace
v reakci udava tabulka €. 1. Pro pfipravu smési primer( pouzivame vsechny
primery v zakladni koncentraci 100 pM.

Abychom ziskali vysledné koncentrace uvedené v tabulce 1, musime je fedit
dle tohoto postupu: Pro ziskani 100 pl pracovniho roztoku smési primerd,

Tab. 1: Sekvence a koncentrace pouZitych primerd.

p?iér\rz\:‘rfu sekvence t%%}%:i
F3 CCAGATTTGGGTTGAAACATG 0.2 uM
B3 GCAAAGTACTACCTCATCCAA 0.2 uM
FIP CTTGCTCTAGTTCTAGGATTGTACTGTAACTCCTTGAGGAAT 0.8 pM
BIP GTCTTGTCAAAGACAGACATCTGTTGACACAATTCCAGAACAAG | 0.8 uM
Loop-F | ATTGCGGAATTCTAGATCAG 0.4 M
Loop-B | GGATTCCTTTCCAGAACATAAC 0.4 uM
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kterou budeme dale pouzivat, je nutné smichat PCR-grade vodu v objemu
88.8 pl s 0.8 pl primeru F3, 0.8 pl primeru B3, 1.6 pl primeru Loop-F, 1.6 pl
primeru Loop-R, 3.2 pl primeru FIP a 3.2 pl primeru BIP.

Reak&ni smés pro 1 jamku sestava z 10 pl ISO-004 mastermixu (OptiGene,
Velka Britanie), 5 pl smési primerQ a 5 pl izolovaného vzorku. K samotné
detekci je vyuzivan pfistroj Genie II (OptiGene, Velka Britanie), ktery je na-
staven na 65 °C po dobu 40 minut. Nasleduje analyza teploty nasedani
v rozmezi 70 a 98 °C.

Vzorky je vhodné testovat vzdy v duplikatech, tedy ve dvou jamkach, aby
se zabranilo faleSné negativnim vysledkiim. Kazda detekce musi obsaho-
vat jak pozitivni, tak negativni kontrolu, abychom méli kontrolu spravnos-
ti vysledku. Jako pozitivni kontrolu Ize vyuZit sekvenéné potvrzeny izolat
CEV nebo uméle vyrobeny fragment DNA s patficnou sekvenci nukleotid(
(napf. gBlock, IDT). Jako negativni kontrola se pouziva PCR-grade voda.

d) Vyhodnoceni vysledku

Pouzivany pFistroj sédm v realném Case odecita fluorescenci ve vzorku a tim
pritomnost cilového Useku DNA. Za pozitivni Ize povazovat vzorek, u néhoz
dojde k amplifikaci v priibéhu 25 minut a fluorescence vykazuje typickou
kFivku esovitého tvaru (viz obr. 3A). BEhem této doby Ize zaznamenat 103 vi-
ralnich kopii ve vzorku, coz je povazovano za limit této metody (Cano et al.
2021).

Po skonceni samotné analyzy jeSté probiha tzv. analyza teploty nasedani,
ktera zjiStuje, pri jaké teploté se na sebe opétovné vazi oddélena vlakna
DNA. Tato teplota musi u zkoumaného vzorku odpovidat teploté pozitivni
kontroly (okolo 81.5 °C), s moZnou odchylkou do 1 °C, Grafické vyjadreni
musi mit jeden zfetelny vrchol bez nezadouciho Sumu okolo (viz obr. 3B).
V pripadé vzork(, kdy si nejsme jisti spravnosti vysledku, je pravé analyza
teploty nasedani rozhodujicim faktorem, ktery urci, zda mlze byt vzorek
povaZovan za pozitivni.

V pfipadé, Ze jeden ze vzork( v duplikatu vyjde pozitivni a druhy negativni,
je potfeba tento vzorek otestovat jesté jednou. Pokud nefungovala pozi-
tivni kontrola nebo naopak vysla pozitivné i kontrola negativni, je potfeba
zopakovat cely postup analyzy.

e) Testovani metody

Tato metoda byla Uspé3né testovana v terénnich podminkach pri outbrea-
ku CEVD v chovném rybniku v roce 2024 a byla publikovana (Palikova et al.

2025). Ryby, které vykazovaly pozitivni vysledek, byly nasledné otestovany
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Obr. 3.: A) spravny esovity tvar kfivky fluorescence (modFe) a zddna amplifikace
u negativni kontroly (Cervené). B) spravné probéhla analyza teploty nasedani - vr-
choly pozitivni kontroly a vzorkd jsou v rozmezi 1°C a jasné ohranicené.

také real-time PCR, kterd se bézné k detekci vyuziva (Matras et al. 2017),
a vysledky obou metod si vzajemné odpovidaly. Pozitivni vysledky byly zis-
kany také z Cerstvé uhynulého kadaveru, zatimco nékolik dni stary kadaver
jiz nebylo mozné ani real-time PCR ani touto metodou otestovat, pravdé-
podobné kvili rozkladnym procestm. To jasné ukazuje limity této moleku-
larni metody, kterou lze vyuZit pouze u Zivych nebo Cerstvé uhynulych ryb.

Izolaty z filtrd (jak pomoci PrepMan, tak vody) daly také pozitivni vysledky
a zda se tedy, Ze pri velké virové zatézi na lokalité je mozné pouzit i detekci
pomoci eDNA, bez nutnosti invazivniho odbéru tkané.

Pro ovéreni citlivosti metody jsme pouZili pozitivni vzorek izolovany pomoci
PrepMan a vytvofili fedici fadu 10°-10. Spolehlivy zachyt viru jsme pozoro-
vali az do redéni 10 (viz obr. 4).
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Obr. 4.: Vysledky ovéreni citlivosti metody pomoci Fedici fady pozitivniho vzorku izo-
lovaného chemikalii PrepMan. Je zde vidét zachyt aZ po fedéni 10, a také potlaceni
reakce zpUsobené pfili§ koncentrovanymi inhibitory v nefedéném vzorku (Cervena
linie) a pouze 10" fedéném vzorku (oranzova linie). PFi doporu€ovaném redéni 102
tento problém odpada.

4 Srovnani novosti postupu

Metoda rychlé molekularni detekce virGi obecné neni v praxi v CR dosud
u ryb vyuZivana, proto zavedeni této metody predstavuje novy diagnos-
ticky postup umoznujici rychlou detekci viru zpUsobujiciho CEVD pfimo
v terénu.

5 Uplatnéni funkéniho vzorku

Popsany funkni vzorek prinese potencial uplatnéni zejména v chovech
kaprového hospodarstvi vyzadujicich rychlou diagnostiku onemocnéni pro
provedeni vCasnych opatfeni vedoucich k rychlému potvrzeni diagnézy
a ke snizeni ekonomickych ztrat a bude primarné vyuzivan v ramci nabi-
zenych sluzeb pracovisté Zoologie, rybarstvi, hydrobiologie a v€elafstvi na
MENDELU.

6 Ekonomické aspekty

Funkéni vzorek mé pFimy ekonomicky p¥inos pro pracovisté na Ustavu
zoologie, rybarstvi, hydrobiologie a vcelafstvi, protoZze mohou ve svych
sluzbéch nabidnout identifikaci plvodce CEVD. Ekonomicky pfinos pro pra-
covisté bude predstavovat zisk z provedenych vySetfeni. Vysledky vySet-
feni mohou pak pomoci pfi zavadéni preventivnich opatfeni, v zabranéni
Sifeni plvodce v chovu a v ¢asném pouZziti podplrné |écby proti pfipad-
nym koinfekcim, coZ v kone¢ném dulsledku chovateldm snizi vzniklé eko-
nomické ztraty. Chovatel tak mlze usetfit desitky az sta tisic korun ro¢né
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(v zavislosti na typu postizené obsadky). Naklady na zavedeni metodiky
do praxe se tykaji pofizeni spotfebniho materidlu a chemikalii na prove-
deni LAMP. Jiné naklady spojené s nakupem drobného hmotného majetku
nutného na provedeni metody (pipety, apod.) nejsou zahrnuty, nebot jsou
v sou€asnosti standardnim vybavenim laboratore. Naklady na material na
vySetfeni jednoho vzorku podle uvedené metodiky jsou 300 KE. V pfipadé
vyuZiti na jinych pracovistich je nutné jesté zapocist pofizovaci cenu pre-
nosného detekéniho pfistroje.

7 Technické parametry vysledku

Vysledny funkéni vzorek je protokol k diagnostice CEV za vyufZiti isotermal-
ni amplifikace DNA v pfenosném pfristroji od odbéru vzorku, izolace DNA,
samotné analyzy a vyhodnoceni vysledku. Postup byl ovéfen s terénnimi
vzorky. Tento postup nebyl dosud komer¢né vyuzit.

Kontaktni osoba: prof. MVDr. Miroslava Palikova, Ph.D., Ustav zoologie,
rybarstvi, hydrobiologie a v€elaFstvi, Mendelova univerzita v Brné, e-mail:
miroslava.palikova@mendelu.cz
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