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Abstrakt

Vzestup akvakultury je jednou z nejvyznamnéjSich zmén v globalni produkeci potravin za
poslednich 100 let. Chov vodnich Zivocichli, pohanény riistem populace a rostouci poptavkou
po darech mote, rapidné¢ expandoval a stal se jednim z hlavnich svétovych primyslovych
odvétvi.

Celd tfada druhid vodnich zivocichli je chovana ve velké hustot¢ ve vodéach sladkych,
brakickych 1 moiskych, kde jsou vystaveny novému prostiedi a také potencionaln€ i novym
chorobam. Stres, kterému jsou na farmach vystavovany, miize negativné ovlivnit jejich
schopnost porazit infekci. Nedokonalé postupy chovateli také ¢asto ulehcuji rychly ptenos
nemoci. Virové patogeny, at’ uz takové, které jsou zndmeé jiz po desitky let nebo takové, které
se teprve nové objevuji, jsou mimotfadnou vyzvou, nebot existuje pouze nékolik, pokud
vubec, uspéSnych lécebnych prostiedki. Vyvoj ucinnych vakcin k podavani ve vodnich
systémech zlstava témet nepostizitelny.

Tato prace podava piehled o nekolika vyznamnych rybich Rhabdovirech, jejich dopadech,
prevenci vici nim a také o obrannych mechanismech, které ryby pouzivaji pii odpovédi viici

Rhabdovirovym infekcim.

Klicova slova: ryby, Rhabdoviry, vakciny

Abstract

The rise of aquaculture has been one of the most significant changes in global food
production over the last 100 years. Driven by rising demand for seafood, the growth of
population, the farming of aquatic animals has expanded rapidly to become a major global
industry.

A number of aquatic animal species is kept in high densities in freshwater, brackish and
marine systems where they are exposed to a new environment and potentially new diseases.
On-farm stresses may negatively affect their ability to defeat infection. Impefect farming
practices often facilitate fast transmission of disease. Viral pathogens, whether they have been
known for decades or whether they are newly emerging, are particularly challenging since
there are few, if any, efficacious treatments. The development of effective viral vaccines for

delivery in aquatic systems still remains almost elusive.
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This thesis reviews a few of the more significant Rhabdoviral pathogens of finfish, their
impacts, their prevention and the protective immune mechanisms that fish mount in response

to rhabdovirus infections.

Key words: Fish, Rhabdoviruses, vaccines
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1. Uvod

Vzrist akvakultury1 je jednou z nejpronikavéjSich zmén v globalni produkci potravin za
poslednich 100 let. Pohanéna rastem lidské populace, vzristajici poptavkou po plodech mote
a vyrovnavanim produkce ze sadek, se praxe v hospodatfeni s vodnimi zivoCichy rychle
rozvinula. V soucasnosti se stdva jednim z hlavnich svétovych primyslovych odvétvi a je
nyni nedilnou souc¢ésti ekonomiky mnoha zemi. Zejména v Asii je navic hlavnim hnacim
mechanismem socio-ekonomického rozvoje v chudych venkovskych a pobfeznich
komunitéch.

Rapidni narist akvakultury je také zdrojem masivnich antropogennich zmén v krajiné a
vodnich ekosystémech. Vodni zivocichové byli pfemisténi z jejich ptirozeného prostiedi, jsou
chovani ve vysoké hustoté a vystaveni zna¢nému enviromentadlnimu stresu. Navic je jim
poskytovano nepiirozené krmivo. Zaroven, presptiliSné vyuzivani sadek a antropogenni stres
vyvijeny na vodni ekosystémy vytvoftil velky tlak na divoké populace ryb. Nésledkem téchto
zmén je mimo jiné objeveni se a Sifeni se rostouctho mnozstvi novych onemocnéni
zasahujicich vodni ZivocCichy.

Neumyslny piesun infikovanych hostiteli a patogenti jednotlivci nebo spole¢nostmi
zapojenymi do globalni akvakultury nebo do obchodu s orientalnimi rybami je dilezitym
hnacim mechanismem vyskytu virovych onemocnéni u vodnich zivo¢ichit (WHITTINGTON
et al. 2007). Diky tomu se nékteré exotické viry premisténé do novych geografickych oblasti
rozsifily a zpusobily vypuknuti onemocnéni v populacich pfirozenych i1 chovnych druhi.
Pohyb vodnich zivocichi v ramci primyslu a obchodu je tak zaroven jednou z nejvétSich
hrozeb pro produktivitu a ziskovost svétové akvakultury. Piikladem mize byt Sifeni viru
infek¢éni hematopoetické nekrozy (IHNV) do Evropy a Asie prostiednictvim lodni piepravy
kontaminovanych vajicek pstruha a lososa, nebo svétovym rozsifenim viru jarni virémie
kaprii (SVCV) a koi herpesviru (KHV) skrze obchod s orientalnimi rybami.

Vzhledem k vySe uvedenym informacim je toto téma navysost diilezité a aktualni. Tato prace
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mozné prevenci vici témto onemocnénim.

' Pojem akvakultura znagi cilevédomé, planované obhospodafovani vodnich ploch (mofi, jezer, fek atd.) s cilem
docilit dlouhodobé¢ stalych vynosi vodni fauny a flory (t. j. ryb, humrt, rakd, krabi, krevet, musli, fas a jinych
vodnich organismi).

Odchov vodnich zivocicht akvakulturou probiha jak v pfirozeném prostfedi (v klecich, sitich apod.) tak i v
umélych nadrzich a podobnych zatizenich (Akvakultura [online]).



2. Virové infekce napadajici ryby
Nejvyznamnéj$i virové ndkazy postihujici chovné druhy ryb v Evropé jsou zpiisobeny

riznymi rody virt patiicimi do Sesti riznych rodin (viz Tabulka €. 1).

Rod viru Hostitel
Betanodavirus Cejn moftsky, okoun moisky
Napadaji vétSinu druh@t ryb v juvenilnich
‘ ' stadiich; zptsobuji tézké ztraty beéhem
Aquabirnavirus
vypousténi lososu atlantskych ze sladké do
slané vody
Postihuji pfedevsim pstruhy, ale rozsituji se
Novirhabdovirus
na vice nez padesat dalSich druht ryb
Vesikulovirus Napadaji kapry
Alphavirus Postihuji lososy a pstruhy
Isavirus Napadaji lososy

Tabulka ¢. 1 — Viry napadajici ryby

Kvili riziku Sifeni onemocnéni skrze obchodovéani srybami, jsou mnohd onemocnéni
uvedena v seznamu Svétové organizace pro zdravi zvifat (OIE) a podléhaji ohlaSovaci

povinnosti. Z tohoto seznamu se v této praci zamefuji na onemocnéni zpusobena Rhabdoviry.

2.1 Rhabdoviry
Rhabdoviry tvofi skupinu Mononegavirales spolecné s Filoviry (napi. virus Eboly),

Paramyxoviry (napf. spalnic¢ky a respiracni syncitialni virus) a Bornaviry (napi. Borna disease
virus). VSechny tyto viry jsou obalené a maji nesegmentovany genom tvoreny
jednotetézcovou (-) RNA molekulou. Mezi Mononegavirales, maji Rhabdoviry nejvétsi
hostitelskou diverzitu. Napadaji rostliny, hmyz, ryby, savce, plazy a koryse (ROSE & WHITT
2001).

Genomy né¢kolika Clenovcl (dedes aegypti, Ixodes scapularis, raznych druhlt Drosophila,
Acyrthosiphon pisum, Brugia malayi a dalSich) obsahuji cetné integrované elementy
z Rhabdovir s nékterymi integracnimi udalostmi, které jsou nejméné 11 miliona let staré

(FORT et al. 2011).




Na zaklad¢ jejich strukturnich vlastnosti, antigennich determinant a fylogenetickych analyz,

byly Rhabdoviry rozdé€leny do Sesti rodi (viz Tabulka €. 2).

Rod Modelovy virus
Lyssaviry Virus vztekliny (Rabies virus, RABV)
Vesiculoviry Virus vezikularni stomatitidy (VSV)
Ephemeroviry Virus bovinni efemerni horecky (BEFV)
Virus infekéni hemopoetické nekrozy
Novirhabdoviry
(IHNV)
Cytorhabdoviry Virus zluté nekrozy salatu (LNYV)
Nucleorhabdoviry Virus zluté zakrslosti brambor (PYDV)

Tabulka ¢. 2 — Rozdéleni Rhabdovira

Navic ¢etné identifikované Rhabdoviry nejsou jesteé zatazeny.

Vsechny Rhabdoviry maji pevné dany tvar patrony s rovnou bazi a zakulacenou Spickou (viz
obr. 1).
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Obr. 1 Struktura virionu zastupce Rhabdoviridae viru jarni virémie kapri (SVCV) (AHNE et al. 2002).

Genom se sklada az z deseti gend, mezi kterymi je pouze pét spolecnych vSem ¢leniim rodiny
Rhabdovirt (viz obr. 2). Tyto geny koduji nukleoprotein (N), fosfoprotein (P), matrixovy
protein (M), glykoprotein (G) a virovou polymerdzu (L). Genom je spojeny sN, L a P
formujicimi nukleokapsidu, ktera je kondenzovana matrixovym proteinem do tésné stocené
helikalni struktury. Kondenzovand nukleokapsida je obklopena lipidovou dvojvrstvou
obsahujici virdlni glykoprotein G, ktery tvoii Spicky, které vystupuji z povrchu viru. G protein
hraje stézejni roli béhem pocatecnich krokl infekéniho cyklu. Prvné rozpoznava receptory na
povrchu viru a po virionové endocytéze zprosttedkovava fizi mezi virdlnimi a

endozomalnimi membranami (ALBERTINI ez al. 2012).
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Obr. 2 Organizace genomu typického ¢lena rodu Vesikulovirt, Viru jarni virémie kaprt (SVCV) a ¢lenti rodu
Novirhabdovird, viru virové hemoragické septikémie (VHSV) (PURCELL et al 2012) a viru infekéni
hematopoetické nekrozy (IHNV) (Infectious hematopoietic necrosis virus [online]).

2.1.1 Infekéni cyklus
Rhabdovir vstupuje do cilové builky receptorem zprostfedkovanou endocytézou, ktera je

vyvolana spojenim receptoru na povrchu bunky svirovym G proteinem. Virova a
endozomalni membrana nasledné fuzuje a virova kapsida je uvolnéna do cytoplazmy
hostitelské buniky. Uvniti cytoplazmy jsou geny viru postupné transkribovany z genomu za
pouziti RNA dependentni RNA polymerazy, ktera doprovazi infekéni virion. Virové proteiny
jsou syntetizovany masinérii hostitelské buiikky ze subgenomovych mRNA a nové kopie
genomu jsou syntetizovany z celogenomové jednotetézcové RNA opacné polarity (+). N, L a
P proteiny syntetizované volnymi ribosomy v cytoplazmé builkky se piipojuji k nove
syntetizovanym kopiim virového RNA genomu, vytvaii ribonukleoproteinové core, které
asociuje s M proteinem za vzniku RNP-M komplexu. G protein je syntetizovan ribozomy
pripojenymi k endoplazmatickému retikulu (ER). Je glykosilovan a dale také modifikovan
uvnitt ER a Golgiho aparatu a nasledné transportovan do plazmatické membrany na povrchu
hostitelské buitky. RNP-M komplex migruje do oblasti plazmatické membrany, které jsou
bohaté na virové G proteiny. G proteinem pokrytd plazmaticka membrana hostitelské bunky
je poté asociovana s RNP-M proteinovym komplexem, dochdzi k puceni z bunky a vzniku
novych obalenych virioni Rhabdovirtt (PURCELL et al. 2012).

Viry obecné maji jednu ze dvou strategii k zajiSténi pfeziti a pfenosu: ,,udefit a uniknout®
nebo ,,udefit a ztstat* (HILLEMAN 2004). Jako akutni cytolytické viry zpiisobujici vysokou
mortalitu, rybi Rhabdoviry jsou typicky povazovany za viry se strategii ,,udefit a uniknout®.
S nimi spojovand onemocnéni jsou bézné charakterizovdna jako akutni hemoragické

septikémie napadajici mnoho organi (KURATH & WINTON 2008). Nicmén¢ odlisné formy
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onemocnéni byly popsany pro IHN (hematopoetickd a neurotropickd) a VHS (akutni,

chronicka a nervova) u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) (LAPATRA et al. 1995).



3. Imunita ryb
Kostnaté ryby maji hlavni slozky vrozené a adaptivni imunity podobné tém, které nachazime

také u ostatnich obratlovci (PURCELL et al. 2012).

Oproti vysSim obratlovcim jsou ryby volné Zijicimi organismy jiz od ¢asnych embryalnich
stadii Zivota a jejich pfeziti je zavislé na vrozeném imunitnim systému (ROMBOUT et al.
2005).

Nespecifickd imunita je u ryb zasadnim obrannym mechanismem. Navic hraje klicovou roli
v ziskané imunitni odpovédi a homeostazi skrze systém receptorovych proteini. Tyto
receptorové proteiny rozpoznaji molekulové struktury, které jsou typické pro patogenni
mikroorganismy vcetné¢ polysacharidli, lipopolysacharidd (LPS), peptidoglykanové
bakteridlni DNA, virové RNA a dalSich molekul, které se normdalné¢ na povrchu
mnohobunécnych organismu nevyskytuji.

Tato odpovéd’ je rozdélena na fyzickou bariéru a bunécnou a humoralni imunitni odpovéed.
Tyto imunologické parametry zahrnuji rastové inhibitory, lytické enzymy, klasické
komplementové drahy, alternativni a lektinovou drahu, aglutininy a precipitiny (opsoniny a
primarni lektiny), protilatky, cytokiny, chemokiny a antibakterialni peptidy.

Vrozenou imunitni odpovéd” mohou ovlivnit rizné vnéjsi a vnitini faktory. Teplotni zmény,
zvladani stresu a hustota populace mohou mit potlacujici vliv na tento typ odpovédi, zatimco
rizna potravinova aditiva a imunostimulanty mohou zesilit jeji uc¢innost (MAGNADOTTIR
20006, 2010).

Ryby maji populace lymfocytl, které jsou analogni T buiikam, B bunikdm, cytotoxickym bunkam
(podobné NK bunkam), makrofagim a polymorfonuklearnim leukocytim. Pfi¢nousti a kostnaté ryby
jsou nejprimitivnéj§imi skupinami, které maji MHC (Major Histocompatibility Complex) a T bunéény

receptor (TCR, T Cell receptor) (MANNING & NAKANISHI 1996a).

3.1 Nespecificka imunita
U ryb je vrozena imunitni odpovéd’ povaZovana za esencialni slozku v boji s patogeny kvuli

omezenim, kterd ma jejich adaptivni imunitni systém. Konkrétné¢ mluvime o poikilotermni
podstaté ryb, omezeném mnozstvi protilatek, pomalé proliferaci, dozrdvani a paméti
lymfocytit (WHYTE 2007). Bézn& se rozdéluje na tfi komponenty: epitelidlni/mukozni
bariéru, humoralni parametry a bunééné komponenty. Epitelialni a mukdzni bariéra pokozky,
zaber a zazivaciho traktu je u ryb extrémné dilezitou bariérou proti nemocem, vzhledem
k tomu ze, jsou neustdle ponofeny v médiu obsahujicim potencialné Skodlivé agens

(MAGNADOTTIR 2010).



3.1.1 Fyzické bariéry
Supiny, sliz a zabry funguji jako prvni bariéra pro infekci (ELLIS 2001). Sliz ryb se sklada

z lektinl, pentraxinl, lysozymi, proteini komplementu, antibakteridlnich peptidd a
imunoglobulinu M (IgM), které maji vyznamnou roli v inhibici pfi vstupu patogenti

(SAURABH & SAHOO 2008).

3.1.2 Nespecificka bunécna cytotoxicita
U savcl jsou nespecifické odpoveédi uskuteciiovany piedev§sim cytotoxickymi buiikami

znamymi jako NK buiky (z anglického natural killers tedy ,,pfirozeni zabijeci®). Ackoliv
nespecifické cytotoxické bunky sumct jsou morfologicky vzdéalené velkym granularnim
lymfocytim savcii, jsou funkéné podobné (EVANS & JASO-FRIEDMANN 1992).

Kromé toho byla aktivita cytotoxickych bunck prokazéana i v dalSich druzich ryb napiiklad u

pstruha duhového nebo kapra obecného.

3.1.3 Antimikrobialni peptidy
Takovéto peptidy byly nalezeny ve slizu, jaterni a zaberni tkani kostnatych ryb (BIRKEMO et

al. 2003). Tyto malé polypeptidy maji schopnost rozrusit bakterialni sténu (ELLIS 2001).

3.1.4 Fagocytoza
Hlavnimi buitkami zapojenymi do fagocytdzy jsou neutrofily a makrofagy (SECOMBES &

FLETCHER 1992). Tyto bunky odstraiiuji bakterie hlavné¢ produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS, Reactive oxygen species) béhem respiraéniho vzplanuti. Vedle toho maji
neutrofily v cytoplazmatickych granulach myeloperoxiddzu, ktera v pfitomnosti halogenidu a
peroxidu vodiku zabiji bakterie halogenaci bakteridlni bunécné stény (FISHER et al. 2006).
Podobné také makrofagy u savci mohou produkovat oxid dusnaty a mohou tak byt stejné
ucinné jak antibakterialni Cinitelé, peroxynitrity a hydroxylové skupiny (SECOMBES &
FLETCHER 1992).

3.1.5 Komplement
Komplementovy systém u ryb stejné jako ten u vyssSich obratlovcl, mize byt aktivovan tfemi

drahami: klasickou, kterd je spouSténa protilaitkami vazajicimi se na povrch bunky



(HOLLAND & LAMBRIS 2002); alternativni, kterda je nezavisla na protilatkdch a je
aktivovana piimo cizimi mikroogranismy; a lektinova, ktera je aktivovana vazbou
proteinového komplexu sloZzeného z manodzy/mannanu-vazajiciho lektinu v bakterialnich
bunkach (SAKAI 1992). Nicméné¢ mechanismu a molekuldm, které jsou u ryb v tomto
systému zapojeny, nebylo doposud jesté dobie porozuméno (NIKOSKELAINEN et al. 2002).
Protilatky lososovitych ryb, jsou v pfitomnosti proteinii komplementu schopné neutralizovat

obalené viry, véetné IHNV a VHSV (LORENZEN & LAPATRA 1999).

3.1.6 Tumor nekrotizujici faktor (TNF)
Studie ryb ukazuji, Ze TNF zptsobuje aktivaci makrofagli vedouci k zvySené respiracni

aktivite, fagocytdze a produkci oxidu dusnatého (YIN ef al. 1997, TAFALLA et al. 2001).

3.1.7 Interferony
Preziti akutni rhabdoviralni infekce je také zéavislé na systému interferonti (IFN), ktery je

rychle aktivovan pti odpovédi na infekci (PURCELL et al. 2012).

IFNa a B jsou cytokiny s nespecifickou antivirovou funkci, kterd je zalozena na inhibici
replikace nukleové kyseliny uvnitf infikovanych bunek. IFN hraji diilezitou roli v obranég proti
virové infekci v hostitelskych buitkach obratlovel, které po rozpoznani virové nukleové
kyseliny vylucuji IFNo/B (ROBERTSEN 2006). Tyto interferony ochramnuji ostatni bunky
pied virovou infekci tim, Ze se vazi na rizné receptory. To ma za nésledek indukci n€kolika
stovek genl, které jsou stimulovany interferony (ISG). Neékteré ztéchto geni koduji
antivirové proteiny, jako jsou protein MX, dsRNA aktivovand proteinkindza (PKR) a 2,5-
oligoadenylat syntetdza (OAS) (SAMUEL 2001). Dva interferony (IFNa-1 a IFNa-2) byly
klonovany z lososa obecného (KILLENG et al. 2007). IFNa-1 indukuje expresi MX a ISG.
Oba maji podobné vlastnosti jako IFNa/p a IFNy u saveti (ROKENES ef al. 2007).
Rhabdoviry jsou citlivé na G¢inky interferonti. Virulentni Rhabdoviry ale mohou pokracovat
sreplikaci diky schopnostem matrixového (M) proteinu zprostfedkovat zastaveni
hostitelskych bun¢k a NV proteinu rozvratit programovanou bunénou smrt a potlacovat

funkéni IFN (PURCELL ef al. 2012).

3.1.8 Interleukiny (IL)
IL-1 hraje u savci dulezitou roli pfi zanétech a hostitelské obrané¢ (DINARELLO 1997). IL-

1B byl detekovan u tfinacti druhii kostnatych ryb a je zapojeny v regulaci imunity skrze



stimulaci T buné&k. Funkce IL-1p u téchto druhti ryb je obdobna té u savei (MAGNADOTTIR
2010).

3.1.9 Inhibitory proteaz
N¢kolik inhibitort proteaz je ptitomno v séru a ostatnich télnich tekutinach ryb (BOWDEN et

al. 1997). Hlavni funkce inhibitori protedz je udrzovat homeostdzi télnich tekutin. Tyto
molekuly jsou zapojeny pii reakcich akutni fize a v obrané proti patogentim, které sekretuji

proteolytické enzymy (MAGNADOTTIR 2010).

3.1.10 Lysozym
Lysozym je baktericidni enzym, ktery je Siroce rozloZzeny po celém téle a je soucasti

nespecifického obranného mechanismu u vétSiny zvifat. U lososovitych byl lysozym
zaznamenan v séru, sekretech, mukoéznich membranach a tkanich bohatych na leukocyty,
predevsim v ledvindch a stfevé (LIE et al. 1989). Podle vseho jsou hlavnimi zdroji lysozymu
monocyty, makrofagy a neutrofily (SVEINBJORNSSON et al. 1996). Baktericidni ptisobeni
enzymu zahrnuje hydrolyzaci peptidoglykanu bakteridlnich bunéénych stén, jejimz

vysledkem je 1yze buitkky (MAGNADOTTIR 2006).

3.1.11 Pfirozené protilatky
Ptirozené protilatky se ve velkém mnozstvi nalézaji v séru ryb, kde poskytuji okamzitou a

obecnou ochranu proti bakteridlnim a virovym patogentim. Tyto faktory jsou tak klicovymi
komponenty nespecifické imunity. Pfirozené protilatky jsou ale taky spojeny s adaptivni
imunitou. Kostnaté ryby jsou schopné vytvaret specifické pfirozené protilatky IgM typu proti

nejruznéjSim antigentim (WHYTE 2007).

3.2 Specificka imunita
Specifickd imunitni odpovéd’ nastdva skrze mechanismy zahrnujici slozitou sit

specializovanych bunék, proteind, genti a biochemickych zprav, které poskytuji prostiedky
nutné pro specifickou odpovéd’ téla na antigeny, protilatky a efektorové bunky s vysokou

specifitou a afinitou (URIBE et al. 2011).



3.2.1 Protilatky
Prevladajicim imunoglobulinem u kostnatych ryb je tetramer tfidy IgM (ACTON et al. 1971).

Imunitni odpovéd’ pokozky a zaber je dulezitd, protoze tyto organy jsou v pfimém kontaktu
s prostfedim. Specifické protilatky jsou produkovéany usidlenymi B bunkami a to v pokozce
(CAIN et al. 2000), stieve (JONES et al. 1999) a zabrach (LUMSDEN et al. 1993) ne nutné

s vytvofenim systematické odpovédi.

3.2.2 Imunologicka pamét’
Ryby si vyvinou imunologickou pamét po prvnim stietu s antigenem (ARKOOSH &

KAATTARI 1991; WHITTINGTON et al. 1994). Pstruh duhovy odpovida na suboptimalni
davky T lymfocyti dvéma zplsoby, na antigenu zévislym a nezavislym zplsobem, po

pocateCnim vystaveni se tomu stejnému antigenu (ARKOOSH & KAATARI 1991).

3.2.3 Bunééna cytotoxicita
U savct je adaptivni imunitni odpovéd’ realizovana CD8+ cytotoxickymi T lymfocyty. Ty

jsou kritické v boji s riznymi virovymi infekcemi. Tyto lymfocyty rozpoznavaji a zabijeji
bunky nesouci na MHC Iod viri odvozené peptidy. Nékolik studii naznacuje, ze tento
mechanismus bunééné smrti existuje také u ryb. Sekvenovani homologh MHC I a CD3+ T
bun¢k u ryb naznacuje, ze CD8+ MHC I prezentace je podobna té, kterd se objevuje u vyssich

obratlovct (FISHER et al. 2006).

3.2.4 Cytokiny zapojené do adaptivni imunity
Cytokiny jsou soucasti adaptivni imunity ryb a s nedavnymi objevy CD4 bunék u kostnatych

se zd4a pravdépodobné, Ze tyto cytokiny pohangji aktivaci a diferenciaci podmnozin T

pomocnych bunék, které tak uvolni rizné repertoary cytokiniit (SECOMBES 2008).
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4. Ryby, viry a vliv teploty vodniho prostiedi

VétsSina ryb (vyjimkou jsou napiiklad nckteré druhy tundka, zralokii nebo mecouni) je
poikilotermni a teplota ma mimofadné rozhodujici roli v ovlivitovani pribéhu onemocnéni.
Ovliviiyje rychlost replikace viru a stejné tak imunitni odpovéd’ hostitele a dalsi fyziologické
faktory tykajici se rezistence.

Teplota ovlivituje veskeré fyziologické procesy vcetné metabolismu a imunitnich reakei.
Optimalni imunitni odpovédi u ryb byva obvykle dosazeno béhem Iéta (ELLIS 1988). Teplota
Ackoliv neni to ani tak teplota sama, jako spiS$ jeji vykyvy, které ovliviiuji imunitni systém
ryb (ROBERTS & RODGER 2001).

Obecné je osvojeny imunitni systém teplotné citlivéj$i nez vrozena slozka imunitniho systému
(s urcitymi vyjimkami) (MAGNADOTTIR 2006). V ramci adaptivni imunitni odpovédi jsou
T pomocné a T cytotoxické bunky pii nizkych teplotach negativné regulovéany, coz vede
k naruseni produkce protilatek a cytotoxické odpovedi. Bylo nazorné prokazano, ze suprese T
bunécné odpovédi nenastala kvili naruSeni zpracovani a prezentaci antigenu (VALLEJO et
al. 1991). Lépe teceno, T bunky v porovnani s B buiitkami nabyvaji pomalejsi, takzvané
,homeoviskozni adaptace k niz§im teplotam (VALLEJO et al. 1991, BLY & CLEM 1992).
Tato adaptace zahrnuje ndrist v mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin fosfolipida
v bunééné membrané v obdobi 2 az 3 tydnii. Ukazalo se, ze b&hem tohoto obdobi
aklimatizace jsou komponenty vrozen¢ imunitni odpovédi (neutrofily, makrofagy, NK bunky
a alternativni drdha komplementu) ve zvySeném mnozstvi a to az do ukonceni aklimatizace
ryb (ALCORN ef al. 2002, BLY & CLEM 1992). Tudiz afinita protilatek k T-dependentnim
antigenim se zda vyS$$i pfi nizSich teplotich (BLY & CLEM 1992). Nicméné, kapfi
imunizovani a udrzovani v optimalnich teplotach (25 °C) po 20 dni a potom piemisténi do
vody o nizké teploté (14 °C) tésn¢é ptred druhou imunizaci, byly schopni zah4jit protilatkovou
odpovéd’ pravdépodobné diky generovani Th pamétovych bunék beéhem piipravného obdobi
(WEISS & AVTALION 1977). Na zaklad¢ téchto studii se predpoklada, ze pouze urcité faze
specifické imunitni odpovédi jsou citlivé k nizkym teplotam (MANNING & NAKANISHI
1996b). V souladu s tim, virové infekce jako jsou VHS nebo jarni virémie kaprd, se objevuji
béhem nebo po nizkych ¢i ménicich se teplotach vody béhem jara a podzimu (WOLF 1988a).

Je potieba dalsi studie, abychom 1épe porozuméli teplotni zavislosti imunitni odpovédi u ryb.
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5. VHSYV (Virus virové hemoragické septikémie)
Virus hemoragické septikémie (VHSV) je Rhabdovirus z rodu Novirhabdovirt a je pivodcem

v Evropé (WOLF 1988a). Dobie zndma byla jiz od pocatku 20. stoleti. Virova hemorhagicka
septikémie byla povazovana za nemoc vice ¢i mén¢ omezenou na pstruha duhového v Evropé
az do 1988, kdy byl VHS virus izolovéan z lososa pacifického.

Nasledné genetické analyzy nazorné ukazaly, Ze tento virus nebyl ve skute¢nosti importovan
z Evropy, ale jednalo se o odliSny kmen nejspi§ vychdzejici z rezervoaru druhii ryb v Tichém
Oceanu (OSHIMA et al. 1993, BATTS et al. 1993).

Od té doby, skrze systematické sledovaci programy, se jiz znama hostitelska skala pro VHSV
enormng zvétsila a zahrnuje druhy z nékolika rodin ryb v€etné napft. lososovitych, Stikovitych,
sled’ovitych, treskovitych a platysovitych.

Akutni VHSV infekce je charakterizovana vysokym procentem mortality (az 100% u potéru).
Postizené ryby maji abnormalni plavaci chovani, nafouklou dutinou bfisni (kvili
ascitu=vodnatelnosti bfiSni), rozsédhlé¢ krvaceni vné&j§i v rtznych vnitinich visceralnich
organech doprovazené nekrotickymi zménami. DalSimi klinickymi pfiznaky jsou tmavnuti
kiize, anémie a exoftalmie. Vaznost se liSi dle konkrétniho kmene VHSV a také dle
napaden¢ho druhu ryb, pficemZ nejvaznéjsi je u pstruha duhového. Pti latentni infekci je
mortalita nizkd a ryby se mohou jevit téméf normaln¢, ackoliv mohou byt hyperaktivni.
Genom VHSYV se sklada z asi 11 200 nukleotidti a obsahuje 6 gent v potfadi 3-N-P-M-G-Nv-
L-5", kodujici nestrukturni protein (Nv) a 5 strukturni proteina (N, P, M, G, L).

Cetné fylogenetické analyzy G proteinu i dalsich proteinovych sekvenci z riiznych izolatd
vymezily ¢tyii hlavni VHSV genotypy (I-IV) (Obr. 3) liSici se o cca 6% v nukleotidovych
sekvencich.

Genotyp [ zahrnuje Sirokou Skalu virt pochazejicich ze sladkovodnich farem pstruht
duhovych v kontinentalni Evropé (EINER-JENSEN et al. 2004, THIERY et al. 2002) a velky
pocet izolath pochazejicich z moiskych druhii v Baltském mofi, Skagerraku, Kattegatu,
Lamansském pralivu (EINER-JENSEN et al. 2004, SNOW et al. 2004, DIXON et al. 1997).
Tyto izolaty spadaji pod dvé z péti navrhovanych podskupin v ramci Genotypu I (podskupiny
Ia a Ib vtomto potadi (EINER-JENSEN et al. 2004). V ramci podskupiny Ia se VHSV
vyvinul v odli$né vétve. Izolaty z infikovanych danskych sladkovodnich povodi ve vétev la-1,
zatimco izolaty z pstruhti pochazejici z ostatnich kontinentalnich evropskych zemi se shlukuji

v jinou vzdalenou vétev, la-2.
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Obr. 3 Radidlni fylogeneticky strom ukazujici pfibuznost mezi 62 unikatnimi celymi sekvencemi G genu VHSV
(EINER-JENSEN et al. 2004).

Moiské izolaty z podskupiny Ib se vyrazné lisi od dalSich izolath Genotypu I, jelikoz bylo
experimentalné prokdzano, Ze maji nizkou patogenicitu vii€i pstruhu duhovému (SKALL et
al. 2004). Zbyvajici podskupiny identifikované v rdmci Genotypu I zahrnuji izolaty ziskané
v osmdesatych letech minulého stoleti z Danskych sladkovodnich farem chovajicich pstruhy
duhové (podskupina Ic), izolaty z pstruhtt duhovych chovanych na farmach v mofi ve
Skandinavii (podskupina Id) (EINER-JENSEN et al. 2004, RAJA-HALLI et al. 2006) a
izolaty ziskané z pakambaly velké a pstruha duhového v Georgii a ¢ernomoiské oblasti

(podskupina Ie) (NISHIZAWA et al. 2006).
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Genotyp II zahrnuje omezené mnozstvi izolatit VHSV ziskanych z Cerného mote (SNOW et
al. 2004), zatimco Genotyp III obsahuje izolaty pochazejici z vypuknuti VHS na farmach
pakambaly velké na Britskych ostrovech spolecné s izolaty ziskanymi z celé §kaly motskych
druhti chycenych ve Skotskych a Severoatlantskych vodach (SNOW et al. 2004). Posledni
geneticka skupina VHSV dodnes identifikovanych izolatd sestdva zizolatd odebranych
z divokych motskych ryb =z Pacifického severozdpadu (NISHIZAWA et al. 2002) a
vychodopobieznich oblasti Kanady a USA, izolatd z japonskych platyst (NISHIZAWA et al.
2002) a izolath pochazejicich z nedavnych sérii epidemii ve Velkych jezerech v Severni

Americe (LUMSDEN et al. 2007).
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6. IHNV (Virus infekéni hematopoetické nekrozy)
[HNYV patii do rodu Novirhabdovirt a infikuje n€kolik druht divokych i v lihnich chovanych

lososovitych. Podobné jako ostatni Rhabdoviry, IHNV ma linearni jednofetézcovy (-) RNA
genom o délce pfiblizn€ 11 000 nukleotidl a kodujici 6 gent.

[HNV je pravdépodobné jednim z nejvyznamnéjsich virovych patogenti zptisobujicich akutni,
systétmové a Casto prudce nakazlivé onemocnéni pfedev§im u divokych ale i chovanych
losostt a pstruht (WOLF 1988b, WINTON 1991). Prvni nahldSena epidemie THNV se
vyskytla u potéru lososa nerky (Oncorhynchus nerka) v lihnich ve Washingtonu a Oregonu
béhem padesatych let minulého stoleti (RUCKER et al. 1953).

[HNV je pivodnim patogenem lososovitych v oblasti pacifického severozépadu Severni
Ameriky a jeho soucasny geograficky rozsah se tdhne od Aljasky k severni Kalifornii podél
pobtezi Tichého ocedanu a ve vnitrozemi do Idaho (WOLF 1988b, BOOTLAND & LEONG
1999). IHNV se rozsitil do Asie a Evropy nejpravdépodobnéji diky pohybu infikovanych ryb
a jiker (WINTON 1991).

Stejné jako u vSech Rhabdovirt, se genom IHNV sklada z jednotetézcové RNA negativniho
smyslu. Potadi gent IHNV je 3°-N-P-M-G-NV-L-5", pticemz NV protein [HNV je esencialni
pro efektivni rist a patogenitu IHNV.

Na zédklad¢ parcidlni sekvenacni analyzy G genu 323 severoamerickych izolatd byly
definovany tfi hlavni genetické skupiny IHNV, nazvané jako U, M a L (Obr. 4) (KURATH et
al. 2003, TROYER et al. 2000). Genoskupina M je endemickd pro chovnou oblast pro
pstruhy duhové v Idaho, kde byly nahlaSeny fylogeneticky vzdalené podskupiny urcené jako
MA-MD. MB, MC a MA podskupiny jsou tfi nejvice bézné a Siroce rozsifené typy IHNV ve
virové endemickém regionu, a bylo prokazéano, ze spolecné koluji v oblasti vice nez 20 let

(TROYER & KURATH 2003).
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Obr. 4 Fylogeneticky strom ukazujici evolucni pfibuznost mezi 93 mid-G sekvencnimi typy odvozenymi od 323
izolat IHNV. Velké ¢erné slozené zavorky ukazuji hlavni tfi genoskupiny, U, M a L a Sedé slozené zavorky
naznacuji podskupiny A-D u M skupiny a podskupiny 1-2 uvnitt genoskupiny L (KURATH ef al. 2003).

U snadno podléhajicich lososovitych se zdd, Zze vétSina organli mize byt potencidlnim cilem
viru, ackoliv podle vychozich histologickych vysetfeni je nejposkozenéjsi hematopoeticka
tkan (AMEND ef al. 1969).

Ackoliv histochemické studie naznacuji, ze leukocyty a endotelie jsou primarnimi misty
infekce (DROLET et al. 1994), pouziti rekombinantniho viru s expresi luciferazy odhalilo, ze
vstupem pro vodou piendSeny virus u mladych pstruhit duhovych je baze ploutvi

(HARMACHE et al. 2006).
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Vyrazné klinické ptiznaky zahrnuji zpomaleni a zastaveni toku krve, ztratu reaktivity,
krvaceni a edémy. Tyto pfiznaky jsou spojeny s neustadlym nérGstem virového titru. Smrt
obvykle nastava béhem tfi nebo Ctyt dni.

IHNYV je virus vyskytujici se ve studenych vodach, ktery se t€zko replikuje pii teplotach nad
18°C.

Otazky ohledné epidemiologie IHNV jako je zdroj infekce, zplisob pienosu a mechanismu,
ktery udrzuje virus mezi populacemi lososovitych, jsou jiz nyni pln¢ zodpovézeny.
Laboratorni studie zcela demonstruji odhaleni vody jako efektivniho zptsobu pienosu IHNV
jak na lososa pacifického, tak na lososa atlantského ve slané i1 sladké vodé. Navic,
epidemiologické Setfeni prostorového a casového vyskytu IHNV na slanovodnich farmach
lososti atlantskych naznacuji, ze prenos vodou miize hrat roli v Sifeni viru mezi farmami
situovanymi v tésné blizkosti. Zcela nelze vyloucit ani alternativni zptisoby pienosu IHNV,
véetné moznosti prenosu vodnimi bezobratlymi.

Tato moznost je postulovana s ohledem na odhaleni Rhabdovird u riznych druhli vodnich
bezobratlych. Ne-rybi hostitel¢é mohou fungovat jako vektory i rezervoary virti a tudiz maji

potencial podilet se na pfenosu viru (JAKOB et al. 2011).
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7. SVCYV (virus jarni virémie kaprovitych)
Virus jarni virémie kaprovitych je klasifikovany jako ¢len rodiny Rhabdovirt a patii do rodu

Vesikulovirat. Genom SVCV je linearni jednotetézcova RNA negativniho smyslu. Jarni
virémie kaprt zptisobena SVCV je akutni hemoragické infek¢ni onemocnéni napadajici
kaprovité, obzvlasté kapra obecného (Cyprinu carpio) (AHNE et al. 2002).

Tato nemoc zplisobujici vysokou mortalitu je rozSifena v Evropé véetné Ruska, v Americe a
casti Asie.

Genom SVCV koduje 5 strukturnich proteini: nukleoprotein, fosfoprotein, glykoprotein,
matrixovy protein a virovou RNA-dependentni RNA polymerdzu v potfadi 3’-N-P-M-G-L-5"
(AHNE et al. 2002). N protein interaguje s virovou RNA a spole¢né¢ formuji helikalni
strukturu nukleokapsidy. P protein se spojuje sL a N proteiny, aby spole¢né vytvortily
nukleokapsidu Rhabdoviru, kterd je nutna pro transkripci. Kapsida virionu SVCV ve tvaru
sttely se sklada z M proteinu, ktery se také ucastni sestavovani a puceni viru (AHNE et al.
2002). L protein interaguje s P a N proteiny, aby se dosahlo transkripce a replikace viru. G
protein formuje trimerické vybézky na povrchu viru, které se vazi na bunééné receptory, které
spousti endocytozu viru (AHNE et al. 2002). Také nese neutralizujici epitopy a je
k stanoveni sérologickych vlastnosti Rhabdovirit (AHNE ef al. 2002).

Zalozeno na nukleotidové oblasti 550 u G genti, SVCV izolaty mohou byt roztiidény do 4
skupin: Ia, Ib, Ic a Id (STONE et al. 2003).

Viry skupiny la byly izolovany v Anglii a USA. Skupiny Ib a Ic obsahuji viry izolované
v Moldavii, Ukrajin¢ a Rusku a skupina Id sestava z virovych kmenil izolovanych ve

Spojeném kralovstvi.
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Obr. 5 Fylogeneticky strom izolath SVCV ze Spojenych statd americkych a pfedstaviteli genoskupin SVCV
zalozeny na550 nukleotidech G genti pouzitého k roztfidéni SVCV do genoskupin (WARG et al. 2007).
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SVCV miize nakazit mnoho druhti ryb. Pfirozené infekce byly pozorovéany napiiklad u kapra
obecného (Caprinu carpio carpio), amura bilého (Ctenopharyngodon idellus), karasa
sttibfitého (Carassius auratus), dania pruhovaného (Danio rerio) a dalSich.

Propuknuti této nemoci je ovlivnéno nckolika faktory, vcetné geografické polohy
rybnika/nadrze, véku ryb (mésic az rok star¢) a teploty vody (AHNE 1986).

SVC se obvykle objevuje na jatfe a pocet piipadl a procento mortality ryb mize dosahovat az
90 %, pokud je teplota vody mezi 10-17 °C (BAUDOUY ef al. 1980).

Studie kapra ukazaly, ze n€kolik dospélych ryb bylo infikovéano, i kdyz byla teplota nad 17
°C. Mlad¢ ryby mohly byt infikovany dokonce pti 22-23 °C (AHNE 1986).

Obecné je prenos SVCV horizontdlni a hlavnimi biologickymi vektory jsou kaptivec plochy
(Argulus foliaceus) a chobotnatka rybi (Pisciola geometra) (AHNE 1985).

PtenaSeci latentni infekce a preziv§i mohou slouzit jako pfirozeni prenaseci SVCV.

V poslednich letech byla propuknuti SVC hldSena u okrasnych a divokych ryb v Americe a
Evropé, které byly importovany z riiznych zdroji véetné Ciny. Presngji fedeno, zaloZeno na
fylogenetickych datech, 5 virii izolovanych v Americe bylo nahlaseno jako ,,Asijska vétev*,

jelikoz jejich G geny byly vzdalené od Evropskych referencnich vzorki (TENG et al. 2005).
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8. Prevence proti rhabdoviralnim onemocnénim
Urovné produkce ryb a jejich frekvence ristu slouzi k pfibliznému odhadu relativnich

ekologickych a socio-ekonomickych dopadi virovych onemocnéni. Kvuli vysoké mortalité u
chovnych ryb a nedostatku specifickych 1écebnych metod nebo proveditelnych preventivnich
metod, jako jsou naptiklad vakciny, podléhaji mnohé ztéchto onemocnéni ohlaSovaci
povinnosti OIE (Office Interanational des Epizooties) a/nebo Evropské Unii.

NejvyznamnéjSimi pro mozny vyvoj vakcin je identifikace specifickych proteini, které jsou
cilem pro rybi neutralizujici protilatky (NAbs) a/nebo pro nékteré proteiny, které interferuji

s rybi imunitni odpovédi (viz Tabulka €. 3).

Velikost Supramolekularni | ~ pocet na
Virus Protein
(~kDa) struktura virion
Glykosilovany
[HNV . 65 trimer 300
glykoprotein
Glykosilovany
VHSV ' 65 trimer 300
glykoprotein
Glykosilovany .
SVCV ' 65 trimer 300
glykoprotein

Tabulka €. 3: Virové proteiny identifikované jako cile pro rybi neutralizujici protilatky (NAbs).

Abychom mohli porovnat uspéSnost vakcin, tradicné se vyjadiuje stupeit ochrany jako
relativni procento preziti (RPS = relative percent survival) virového onemocnéni pocitané
pomoci tohoto vzorce: [1 — (mortalita u ockovanych ryb/mortalita u neoCkovanych ryb)] x
100. Nicmén¢ aby se dala spravné interpretovat RPS hodnota, procento kumulativni mortality
(CMP = cumulative percent mortality) neockovanych kontrolnich skupin vystavenych
stejnym podminkdm jako oCkované ryby, musi byt alespont 60% (KURATH 2008).

Byly zkoumany rizné moznosti pro vakcinaci ryb proti rhabdoviralnim infekcim zahrnujice
atenuované kmeny, inaktivovany virus, podjednotkové vakciny a DNA vakciny (LORENZEN
& OLESEN 1997; WINTON 1997, LORENZEN & LAPATRA 2005; LORENZEN 1999;
LAPATRA et al. 1995). Tyto postupy jsou vSechny do jist¢ miry a¢inné, ale — s vyjimkou
IHNV DNA vakciny v Kanad¢ (SALONIUS et al. 2007) — neziskali licenci kviili obavam
tykajicich se bezpecnosti, stdlosti a také ceny. Aby byly piekonadny néckteré obavy

z bezpe€nosti DNA vakcin, byly vyvinuty nové vektorové konstrukty uzivajici rybi navozené
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promotory (aktivita téchto promotord je vyvoldna pfitomnosti nebo absenci biotického ¢i
abiotického faktoru; exprese genii na né¢ funkéné vazanych tak mize byt béhem urcitého
stadia vyvoje organismu nebo tkané spusténa Ci vypnuta) a sebevrazedné geny (geny, casto
mikrobidlniho ptivodu, jejichz produkty jsou schopné meénit jinak neskodné latky ve vysoce
cytoxické substance; bunky, do kterych byly tyto geny uspésné vneseny, zabijeji v
pfitomnosti téchto latek samy sebe; M protein IHNV) slouzici k omezeni dlouhodobého
preziti vakcinové DNA ve svalovych tkanich (ALONSO et al. 2011, ALONSO et al. 2003).
Experimentalni DNA vakciny zaloZené na rhabdovirdlnim G proteinu IHNV, VHSV, Hirame
viru (HIRRV) a SVCYV jsou uspesné u nekolika rtiznych druht ryb (ANDERSON et al. 1996,
LORENZEN et al. 1998, TRAXLER et al. 1999, EMMENEGGER & KURATH 2008,
TAKANO et al. 2004). Tyto G proteinové vakciny vyvoldvaji brzkou nespecifickou imunitni
odpoveéd’, ktera chrani proti dal§im virim, zatimco specificka imunitni odpovéd’ se objevuje
pozdéji (LORENZEN et al. 2002, LAPATRA et al. 2001, SOMMERSET et al. 2003). G
protein slouzi jako obranny antigen, ale pouze je-li ve spravné konformaci (pro REVIEW
¢téte LORENZEN & OLESEN 1997, WINTON 1997). Produkce glykosilovanych a
slozenych G proteini ve velkém mnozstvi je obtiznd. Komer¢ni potencial podjednotkovych
vakcin je timto limitovén, ale recentni uspéchy se systémy zaloZzenymi na bakulovirovém
expresnim systému toto mohou zménit (ENCINAS et al. 2011).

Tabulka ¢. 4 shrnuje komeréné dostupné vakciny proti Rhabdovirovym onemocnénim u ryb.

Virové Napadené druhy Primarni Komer¢né

onemocnéni/patogen | ryb (hlavni) regiony/zemé dostupna/é
vakcina/y

Infekéni Lososoviti Kanada/USA ANO

hematopoeticka (zapadni) (APEX-IHN)

nekroza/ IHNV

Virova hemoragicka | Pstruh duhovy a Evropa, Asie Ne

septikémie/VHSV obecny, pakambala
velka, platys
(Japonsko),

Jarni virémie Ptedevsim kaproviti | Evropa Ne*

kaprii/SVCV

*Dftive dostupna inaktivovand vakcina, ale jiz komeréné nedostupna

Tabulka ¢. 4: Virova onemocnéni u ryb v souvislosti s dostupnosti vakcin (SOMMERSET et al. 2005)
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8.1 Podani vakciny
Hlavni bariérou, kterd brani komercializaci rhabdoviralni vakcin, je moznost hromadné

vakcinace velkého mnozstvi vysoce citlivych malych ryb. VSechny rybi rhabdovirdlni
vakciny vytvoiené do této doby vyzaduji manipulaci s jednotlivymi rybami (ADELMANN et
al. 2008).

Vakciny jsou rybam podavany mnoha rliznymi zpiisoby vcetné ordlniho podani, postiikem,
piimym ponofovanim (koupeli) a injek¢né. Injekéni podéani je nejvice uspésné, co se tyce
efektivity, trvani a trovné ochrany. Dovoluje také piidavani adjuvanti. Ma vSak také tadu
nevyhod vcetné: stresu béhem vakcinace, neda se pouzit u malych ryb, je velmi pracné a
Casové narocné. Metoda ponofovani do vakciny je také velmi ucinna u nékterych
bakterialnich vakcin, které jsou odvozené od kultur, které byly chemicky inaktivovany
(obvykle formalinem) (ROBERTS 2012). Tato metoda je velice levna a jednoduSe se da
podavat i malym rybam. Nevyhodné je vSak potfebné mnozstvi vakciny (SOMMERSET et al.
2005). Oralni vakcinace je v soucasné dobé obecné komeréné pouzivana spiSe jako podplrna
vakcinace (napf. po predchozim ponofovani ve vakcin€) nez jako prvorady typ vakcinace.
Velkou vyhodou je, ze podani timto zptisobem, nezplsobuje rybam zadny stres. Nevyhodou
ovSem je nevyrovnané mnozstvi konzumované vakciny, jelikoz kazda ryba konzumuje jiné
mnozstvi potravy. Dalsi nevyhodou jsou potom velkd mnozstvi vakciny, kterou musi byt ryby
krmeny po dlouhou dobu. Ochrana je ve vétSin€é piipadli pouze primérna. To mulze byt

zpusobeno destrukci vakciny v travicim traktu (ROBERTS 2012).

8.2 Vakciny proti VHSV a IHNV
VHSV a IHNV genomy ukazuji rozdilné sekvence kodujici 5 strukturnich virovych proteina

(N, P, M, G a L proteiny) a nestrukturni (NV) protein.

Jejich genom (3'-N-P-M-G-NV-L-5") je obklopen nukleokapsidovym proteinem N spojenym
s RNA dependentni RNA polymerazou, L a P proteiny formujicimi replika¢ni komplex.
Studie IHNV a/nebo VHSV s deltovanym NV proteinem ukézala, ze NV proteiny jsou
potiebné jak pro optimalni replikaci v bunécné kultute, tak pro in vivo patogenicitu, ackoliv
mechanismus jejich plsobeni zlstava i naddle neprozkoumdn. Piestoze VHSV indukuje
apoptozu, protein zplsobujici tento efekt nebyl zatim identifikovan (DU et al. 2004). U IHNV
je induktorem apoptdzy M protein (CHIOU et al. 2000).

Zivé viry atenuované pasazovanim bunék byly nejprve vyvinuty k ziskani termorezistentniho
VHSYV kmenu a né¢kolika IHNV kment. Pouzitim téchto atenuovanych kment bylo dosazeno

vysokych stupiiti ochrany, nicméné jednim z problémi téchto vakcin bylo, Ze ackoliv
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fungovaly dobfe v laboratofi, nefungovaly stejné dobie v praxi. Naptiklad, rozdily v citlivosti
ryb k onemocnéni zpisobily, ze bezpecny oslabeny vir pro jeden kmen ryb, byl virulentni pro
jiny. Dal§i problém se tyké jejich bezpe¢nosti. Zivé atenuované VHSV nebo IHNV kmeny
nejsou komeréné vyuzivany a to predevSim proto, Ze jejich frekvence navraceni se
k patogennimu divokému typu viru nebyla jeSt¢ urCena. Soucasny alternativni postoj
navrhujici nové a snad bezpecnéjsi zivé rekombinantni VHSV/IHNV kmeny s ,.knockouty* je
zaloZen na reverzni genetice.

a/nebo THNV pouzitim inaktivovanych virt. Nékteré z téchto vakcin byly velmi tspésné.
Nicméné, nebyly vyrdbény ve velkém méfitku, pravdépodobné kvili obtiznostem a rizikim
spojenym s pozadavky na produkci velkého mnozstvi zivého viru pomoci technik bunéénych
kultur.

Nastup genetického inzenyrstvi byl dalsi technologickou alternativou jak ziskat velké
mnozstvi antigennich virovych podjednotek, jako je naptiklad G protein. Ackoliv je znamo,
ze G protein Novirhabdovirt indukuje N-Abs a je zodpovédny za vysoky stupeil ochrany,
rekombinantni G protein vykazoval velmi omezenou ochranu.

Vsechny tyto netispéchy mohou byt zpisobeny komplexem posttranslaéniho zpracovavani G
proteinu v hostitelskych bunkach ryb, které je obtizné napodobit v jinych organismech,
obzvlasté prokaryotickych.

Anderson a kolektiv byli v roce 1996 prvnimi, ktefi ohlasili uspesné pouziti DNA vakciny
k ochran¢ pstruhit duhovych pied IHNV napadenim. Od té doby, DNA vakciny obsahujici G
gen IHNV a/nebo VHSV prokazali 70-100 RPS reprodukovatelné ochrany proti napadeni
imunity po i.m. injekci. Mimo to, DNA vakciny vyuzivajici ptislusné G geny byly tspésné
proti jakémukoliv testovanému Novirhabdoviru (VHSV, IHNV a také proti HIRRV) a
existuje také DNA vakcina proti moiskému kmenu VHSV, ktera vykazuje ochranu u platyst.
U kazdého z téchto Novirhabdovird, byla ochrana prokdzana s minimalné¢ dvéma raznymi
plazmidovymi konstrukty a minimaln& ve dvou riiznych laboratofich. Usp&ch t&chto vakcin
umoznil v roce 2005 povoleni DNA vakciny APEX-IHN, vyrabénou Vical-Aqua Health Ltd.
v Kanad¢, aby byla testovana v praxi v Kanadé¢ béhem poslednich let. Nicméné, kvili

bezpecnostnim kritériim jejich komercializice v Evrop¢ jesté nebyla povolena.
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8.3 Vakciny proti SVCV
Jiz pted néjakou dobou bylo prokdzano, ze dlouhotrvajici imunity a ochrany miZze byt

dosazeno i.p. nebo oralnimi vakcinami kaprti zivym virem. Navic, kapfi takto oockovani
zivym atenuovanym SVCYV si dokazi vyvinout rezistenci vii¢i reinfekci (AHNE et al. 2002).
Prvni virova vakcina pro ryby byla vytvotena ¢eskoslovenskou spole¢nosti Bioveta v roce
1982. Jednalo se o vakcinu proti Rhabdoviru zplisobujicimu jarni virémii kaprovitych (SVC),
kterd byla zalozena na dvou inaktivovanych kmenech SVC emulgovanych voleji a
podavanych injekéné (RONEN et al. 2003).

Podjednotkové vakciny neprokazaly doposud potiebnou ochranu, coz se da dolozit
neuspéSnym pokusem o komercializaci bakulovirem exprimovaného G proteinu firmou
Pharos SA (DIXON 1997). Ani DNA vakciny zatim neukédzaly takovou ochranu a
reprodukovatelnost jako ty proti Novirhabdovirim (SOMMERSET et al. 2005).

Zatim neni zcela jasné, jestli rozdilnost i¢innosti mezi DNA vakcinami u Novirhabdovira a
SVCYV je zplsobena problémy s pokusnymi modely u kapri nebo jestli je spojena s tim, ze
SVCV patii do odlisného rodu. Dalsi vyzkum je zapotiebi, aby se daly urcit ty nejlepsi
podminky, davky, metody podavani vakcin, optimalni vektor, adjuvanty a celkové tedy

k dosazeni lepsSich vysledkti u DNA vakcin (KANELLOS et al. 2006).
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9. Zavér

Mnoho faktord ovliviwyjicich uziti vakcin (vék ryb, obdobi a teplota) jiz bylo probrano
v predchozich kapitolach. Nicméné¢, je zde stdle mnoho k poznavani, co se tyka imunitnich
odpovédi ryb, nez dokonale porozumime, jak u nich vakciny pracuji. Charakter lokalni
imunity je zalezitosti, na kterou je potfeba se zaméfit a stejné tak nédlezy IgT produkujicich B
bunck v mukosalnich oblastech (ZHANG et al. 2010). Role CMI (buiikami zprostiedkovana
imunita) je stale z veétsSi Casti neznamd, ackoliv recentni studie naznacuji, ze produkce
nekterych cytokinti v mukosalnich oblastech (zdbrach) mtize hrat podstatnou roli v ochrané
oockovanych ryb (CORRIPIO-MIYAR et al. 2009). Toto konkrétné souvisi s ptipady, kde
ochrana existuje i v nepfitomnosti sérovych protilatek. Stejn¢ tak, je malo porozumeéno
virulen¢nim mechanismim u vétSiny rybich patogend, proto je Casto t¢zké vytvofit pfipravky,
které¢ by mohly stimulovat imunitni systém. AvSak byly u¢inény obrovské pokroky od doby
prvnich komer¢nich vakcin, které dostaly licenci (proti ERM v roce 1976), véetné uvédomeéni
si chovatell ryb, Ze vakcinace mlze hrat vyznamnou roli ve zlepSeni zdravotniho stavu ryb.
Soucasny vyzkum se zaméfuje predevSim na nalezeni efektivnéjsich zplisobu podani oralnich
vakcin pomoci ochrany antigenu enkapsulaci polyetylenglykolem, mikrosférami fas a
liposomy; na produkci podjednotkovych a DNA vakcin; vynalezeni parazitdrnich vakcin a
zesileni ti¢inku vakcin pomoci adjuvanta.

Rhabdovirt. Je zfejmé, Ze v této oblasti mame jiz mnoho poznatki, ale pro plné pochopeni a

vyvoj vakcin, bude potieba tyto znalosti prohloubit.
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