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Abstrakt

V této resersi jsem se zaméftila na predstaveni melanizovanych hub, které jsou schopny
zpusobit infekce prevazné u komeréné chovanych ryb. Ryby ve velkochovech jsou velmi
Casto chovany ve Spatnych zivotnich podminkach a jsou tudiz mnohem néachylIné;jsi ke vzniku
infekci. Melanin v bunééné sténé téchto hub je dilezitym faktorem virulence a podili se na
schopnosti hub piisobit infekce, a to ochranou buné¢k pied hydrolytickymi enzymy a volnymi
radikaly produkovanymi imunitnim systémem hostitele a pohlcovanim tézkych kovii, které
jsou zakladem nékterych fungicidii. Problémem téchto infekci je i to, ze jsou zptsobeny velmi
heterogenni skupinou organismi a pro jejich spolehlivou identifikaci neexistuje jednoducha a

rychla metodika.

Kli¢ova slova: Chaetothyriales, houbové¢ infekce ryb, mykotoxiny, taxonomie, klinicky obraz



Abstract

In this thesis, I have focused on the presentation of melanised fungi, the so-called black yeast,
which can cause infection mainly in commercially bred fish. These fish in aquacultures are
very often kept in a bad environment and are therefore more prone to infection. Melanin in the
wall cell is a very important virulence factor and it takes part in the ability of fungi to cause
infections by protecting the fungi cells against hydrolytic enzymes and free radicals which are
produced by the immune system of the host, and by absorbing heavy metals which are the
base of some fungicides. The problem of these infections is also the fact that they are caused
by a very heterogenic group of organisms and there is no sure and fast method for their

reliable identification.

Key words: Chaetothyriales, fungal infection of fishes, mycotoxins, taxonomy, clinical
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1 Uvod

Stale ¢asteji dochazi k chovu ryb v umélych akvakulturach a lihnich, kde zije velké mnozstvi
ryb na malém prostoru. Hruba manipulace s rybami, Spatné skladovani nebo malo potravy,
nevhodny chov zvySuje u ryb stres, ktery se negativné podepisuje na imunité ryb. Navic
Spatnym skladovanim a zpracovanim krmiv a soucasnym trendem zvysovat rostlinou slozku
v krmivech, napt. podil pSenice v krmivech dravych pstruhii duhovych je pohybuje mezi 15 a
27 %, u kaprovitych ryb 20-70 %, se zvySuje riziko kontaminace krmiva vldknitymi houbami
a mykotoxiny. Tyto toxiny u ryb vyvoldvaji poruchy traveni a tibytek na vaze, poruchy
reprodukce, oslabeni imunitniho systému. Mezi nejnebezpecnéjsi mykotoxiny patii aflatoxiny
(produkované napt. Aspergillus flavus a A. parasiticus), ochratoxiny (Aspergillus a
Penicillium), trichotheceny (Fusarium), zearalenon (zejména Fusarium graminearum a F.
culmorum). Takto chované a krmené ryby jsou oslabené a nachylnéjsi k infekcim, které se
mezi rybami rychle $ifi a mohou zplsobit velké ztraty (Tolarova 2014, Vakula 2015).

Mezi nejCastéjsi a nejznaméjsi infekce zptisobené zastupci rodu Saprolegnia, pattici
mezi oomycety, které se se lisi od infekci zpisobené melanizovanymi houbami. Saprolegnia
zpusobuje povrchové onemocnéni s mirnou imunitni odpovedi. Pocatecni 1éze mohou byt
malé, ale dokazi se rozsitit po celém povrchu téla a jsou vétSinou chronického charakteru.
Zatimco melanizované houby zplisobuji akutni i chronické infekce, které zasahuji ve vétSiné
piipadii do nékolika organii a jsou provazeny silnymi zanétlivymi reakcemi a nekrozami
(Yanong 2003).

Mezi nejvyznamnéjsi melanizované houby patti Exophiala, Ochroconis,
Cladosporium, Phoma. Tyto melanizované houby maji ve svych bunéénych sténach melanin,
ktery jim poskytuje ochranu pied imunitnim systémem ryb. Imunitni systém ryb se spolé¢ha
predevs§im na nespecifickou imunitu. Ta je zaloZena pfedevsim na nespecifické imunité, ktera
se opira o pfirozené bariéry (kize a sliznice), fagocytozu, zanétlivé reakce. Tyto jednoduché
mechanismy dokézi melanizované houby obejit (Langfelder 2003, Slotta 2007).

Vyznam téchto infekci v poslednich 20 letech velmi roste. A proto jsem se rozhodla
tento problém shrnout v bakalarské praci.

Cilem této prace je obsdhnout infekce u ryb zplisobené melanizovanymi houbami po strance
taxonomické a klinické, ale také shrnout specifika téchto hub, které je predurcuji k roli

patogent u studenokrevnych Zivocichtl.



2 Imunitni systém

Prvni formy imunitniho systému se objevily jiz pted asi 1 miliardou let a dnes je jim
vybaveny kazdy eukaryotni organismus na nasi planeté. Imunita a dal$i mechanismy (napf.
nervovy a endokrinni systém se podileji na zajisténi bunécné integrity a udrzeni homeostazy a
preziti jedince (Tolarova (2014), Buchmann (2015)).

Ryby patii mezi studenokrevné organismy, udrzeni homeostazy je vice
problematické, ale jinak se jejich imunitni systém moc neli$i od imunitnich systémi ostatnich
obratlovci, véetné teplokrevnych. U vyssich obratloveli ma imunita 2 slozky: nespecifickou
(ptirozenou) a specifickou (adaptivni). Adaptivni imunita, ktera je evolu¢né mladsi, se
objevila pted zhruba 450 mil lety u Celistnatych ryb. Kombinace adaptivni a pfirozené
imunity vede k zanétlivé reakci. Zanét Casto vede k tvorbé granulomt, ve kterych je parazit a
jeho produkty zapouzdieny (Alvarez-Pellitero 2008).

Evoluéné starsi nespecificka imunita zajiSt'uje, spolu s mechanickymi bariérami v téle
(Supiny, mukodzni povrchy kiize Zaber, traviciho traktu), prvni vinu imunitni reakce. Buiiky
nespecifické imunity maji chudsi receptorovou vybavu (Silnicova, Vojtek et al. 2013) a
reaguje na vSechny cizi molekuly v téle, aniz by rozpoznaly jeji strukturu, a nepodili se tak na
vytvaieni imunologické paméti. Do nespecifické imunitni odpovéedi patii tyto mechanismy:
bariérové vlastnosti klize a sliznic, fagocytdza, baktericidni latky télnich tekutin (napf.
lysozym) a antivirové latky a zanétlivé reakce (Slottd 2007), apoptoza (Alvarez-Pellitero
2008). Nespecifickd imunita se podili 1 na antifungalni obrané, a to v podob¢ rozeznavani
PAMP’s (pathogen-associated molecular patterns, molekularni struktury typické pro povrch
bunék patogenti) struktur na povrchu hub. Buinikky pfirozené imunity jsou koregulovany
stejnymi signdly, nejCastéji cytokiny (Alvarez-Pellitero 2008).

Fagocytdza je evolu¢né velmi stary mechanismus, ktery ovladaji i jednobunécni
(Tolarova 2014) a primitivni mnohobunééni Zivoc¢ichové, napt. Zivocisné houby (Porifera) a
zahavci (Cnidaria) (Buchmann 2015). Pti fagocytdze dochdzi k pohlceni cizorodé
¢astice,nebo organismu specifickymi butkami — fagocyty, po pohlceni vznika po splynuti s
lysozomem fagolysozom, kde je ¢astice znicena. Fagocyty likviduji také vlastni mrtvé nebo
poskozené bunky (Slotta 2007). U kostnatych ryb tuto schopnost ovladaji monocyty,
makrofagy a neutrofily. U ryb tyto typy bunék produkuji ledviny, slezina a n€které casti jater,
na rozdil od savct, u nichZ jsou produkovéany v kostni dfeni (Tolarova 2014).

Specificka imunita nastupuje po nespecifické imunité€ a je spojena s imunitni pameéti

(Silnicova, Vojtek et al. 2013). Pro spusténi specifické imunitni reakce je nutny piimy kontakt



s antigenem (Ag) (Slotta 2007). Specifickd imunita je zaloZena na protilatkach
(imunoglubulinech), které jsou vazadny na povrch T — a B — lymfocyt, a rozpoznavani
antigentl na povrchu patogennich bun¢k (proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny apod.,
které jsou pro kazdy patogen specifické). Imunoglobuliny jsou koédovany rekombinantni
aktivaci geni (RAG’s) a tim ptispiva k presnéjsi a efektivni reakei proti infekcim (Alvarez-
Pellitero 2008). Savci maji 5 tfid imunoglobulini (IgG, IgM, IgA, IgE, IgD), kdezto u ryb
takové rozliSeni neni. Vyskytuje se u nich imunoglobulin IgM, ktery ma na rozdil od savct
jiné prostorové usporadani. Nékteré ryby mohou nést 3 tfidy imunoglobulint (IgM, IgT, IgD).
Imunoglobuliny maji 2 zdkladni funkce — rozpoznat antigen a navazat se na n¢j specifickou
vazbou, a tim zajistit jeho pozd¢jsi odstranéni fagocytarnimi buiikami. Ig molekuly jsou
produkovany B - lymfocyty (Tolarova 2014). U B - lymfocytii pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) bylo dokazano, ze sam lymfocyt fagocytuje, coz ukazuje, Ze hranice
mezi buitkami imunitniho systému ryb nejsou tak ostré (Buchmann 2015). Ig molekuly také
neutralizuji toxiny, znesnadnuji adhezi viriim a bakterii nebo ochranuji sliznice pfed infekci.

Specifickd imunita je u ryb ¢astecné zavisla na vnéj$im prostedi, pti nahlé zméné
teploty vody je Caste¢né utlumena a potiebuje ¢as na adaptaci. Po dobu utlumu je plné
zastoupena zvysenou aktivitou nespecifické imunity (Tolarova 2014). Pocet bun¢k specifické
imunity (lymfocyty) pfi onemocnéni klesé a zvysuje se pocet granulocytii (Agius and Roberts
2003).

I ptes pokroky v charakterizaci imunitnich systému ryb, stale existuji vyznamné
mezery ve znalostech imunitnich mechanismu u fady druhti ryb. Rostouci vyznam nékterych
fungalnich a parazitarnich infekci na zdravi hospodaisky vyznamnych ryb si urgentné zada

tyto znalosti doplnit (Alvarez-Pellitero 2008).

3 Melaniny

Melaniny jsou velka skupina tmavych pigmentl s vysokou molekulovou hmotnosti, vznikajici
oxidativni polymerizaci z fenolitickych nebo indolickych slou€enin. Jejich prevazné tmava
barva je zplisobena absorpci vSech vinovych délek viditelného spektra, jejichz energii méni na
teplo. Melaniny jsou produkovany celou fadou mikroorganismil, véetné fady patogennich
bakterii, hub a helmintl. Pfestoze jsou vSeobecné velmi rozsitené pigmenty a k dispozici jsou
velmi u¢inné metody, jako je elektronova paramagnetické (spinova) rezonance, rentgenova
difrak¢ni analyza, IR (infradervend), UV (ultrafialovd) a hmotnostni spektroskopie, stale neni
objasnéna jejich kompletni struktura. Problém je, ze melaniny jsou velké, amorfni molekuly a

nerozpustné ve vodnych a organickych rozpoustédlech (aceton, chloroform, ethanol) (Riley



1997, Jacobson 2000, Langfelder, Streibel et al 2003, Nosanchuk and Casadevall 2003,
Gongalves, Lisboa et al. 2012, Scharf et al. 2014).

Melanogeneze se vyvinula paraleln€ u riznych skupin organismi, pravdépodobn¢ aby
poskytovala ochranu pted stresovymi podminkami okolniho prostfedi. Funkce melanini je
Siroka napti¢ Eukaryoty a na riznych urovnich bunky. Funguji jako ochrana pted UV
zafenim, enzymatickou hydrolyzou, oxidativnim stresem, extrémnimi vykyvy teplot, mohou
vazat rizné (potencialng) toxické latky (napft. té€zké kovy), vychytavaji neparové elektrony,
ovliviiuji bunéénou integritu, uchovavaji vodu v buiice a tim piedchdzi vysychani, jsou
vyuzivané pro maskovani a pti pohlavnim vybéru. U hub poskytuji vétsi pevnost bunéné
sténé. Suspenze melaninovych ¢astic tvofi inkoust sépii, tvoti cerné a hnédé zbarveni chlupi a
peti nékterych ptaki. Melanocyty ¢loveéku poskytuji ochranu proti slune¢nimu zéaieni a
piispivaji k odolnosti vii¢i melanomu, mohou inhibovat tvorbu syncitii a dalsi cytopatologické
ucinky virtt. U hmyzu poskytuji melaniny ochranu proti bakteriim, prvokim a houbovym
patogentim. V nekterych ptipadech je jeho funkce nejasna, napt. funkce melaninu
v neuronech substantia negra v lidském mozku. Melaniny nejsou Zivotné nezbytné, ale
poskytuji adaptivni vyhodu v prosttedi (Riley 1997, Langfelder, Streibel et al. 2003,
Nosanchuk and Casadevall 2003, Plonka and Grabacka 2006, Scharf et al. 2014).

Mikrobidlni melaniny jsou extra- i intracelularni, vyskytuji se ve formé¢ granuli na
povrchu buné¢né stény, jako soucast bunééné stény nebo se mize hromadit na
cytoplazmatickych organelach. Melaniny u hub jsou uloZeny v bunécné stén¢, podpoteno 3
dikazy: 1) odstranénim bunécné stény melanizované houby, se ztrati vétSina tmavého
zbarveni, 2) v elektronovém mikroskopu se bunééna sténa kment albinti (testovano na
Exophiala dermatitidis, Cryptococcus neoformans) objevi jako hyalinni, ale melanizované
formy s hustym elektronovym obalem, po pfidani scytalonu ke kmentim albinské kolonie, se
tato kolonie nasledné melanizuje a v elektronovém mikroskopu tyto kmeny maji husty
elektronovy obal, 3) melanizované bunky jsou odoInéjsi hydrolyze nez kmeny s pferusenou
syntézou melaninu (Jacobson 2000, Nosanchuk and Casadevall 2003).

3.1 Syntéza melaninu

Existuji dva hlavni typy melaninu — 1,8-dihydroxynaftalen (DHN) melanin a
dihydroxyfenylalanin (DOPA) melanin. Oba typy jsou produkovany u hub a mohou se podilet
na patogenezi.

Pti syntéze melaninu mohou vznikat meziprodukty, které mohou byt pro buiiku
potencidlné toxické, proto melanogeneze probiha v bunééné sténé, kde je cytoplazma bunky

chranéna. U savci je tento problém feSen melanogenezi ve specidlnich organelach —
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melanosomech. Melanizované houby jsou odolnéjsi viici UV zéfeni, hydrolytickym
enzymum, antimykotikiim (Plonka and Grabacka 2006, Gongalves, Lisboa et al. 2012, Scharf
et al. 2014).

3.1.1 DHN melanin

DHN melaniny jsou produkovany vétSinou zastupcti Ascomycetes (Gongalves, Lisboa et al.

2012)a n€ékdy jsou oznacovany jako allomelaniny (Plonka and Grabacka 2006).

# x Malonyh-CoA Syntéza probiha ptes
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. dihydroxynaftalen (1,8-DHN). Dalsi
kroky vedou pted dimerizaci molekul
k polymerizaci DHN melaninu. DHN
melanogeneze je pro houby velmi
dualezita (Bell and Wheeler 1986, Langfelder, Streiibel et al. 2003).

DHN melanin produkuje vétSina patogennich hub, napt. Aspergillus fumigatus,
Alternaria, Cladosporium, Exophiala, Fonsecaea, Phialophora (Jacobson 2000).

Tato schéma jsou zékladni a mnoho hub provadi syntézu slozitéji, pies vice vedlejsich

produktti a meziproduktt (Langfelder, Streibel et al. 2003).
3.1.2 DOPA melanin

DOPA melaniny produkuji zastupci Basidiomycetes napt. C. neoformans, nékteti zastupci

Ascomycetes, napt. Aspergillus nidulans, nebo savci (Jacobson 2000, Langfelder, Streibel et



al. 2003, Gongalves, Lisboa et al. 2012). Jsou oznacovany jako eumelaniny, ¢erné nebo hnédé
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Hydroxylaci a dekarboxylaci vznikaji dihydroxyindoly, které polymeruji za vzniku DOPA

melaninu (Langfelder, Streibel et al. 2003).

3.2 Melaniny jako virulentni faktor

Cerné kvasinky sdili fadu vlastnosti a mechanismil, které podmifiuji jejich patogenitu:
pritomnost melaninu a karotenu, tvorba silnych bunéénych stén, vysoka fenoplasticita
(vlaknita, kvasinkova faze, meristematicky rust), schopnost asimilace aromatickych
uhlovodikt, produkce extracelularnich polysacharidii. Melaniny chrani konidie a hyfy pred
imunitnim systémem hostitele a vazi se na hydrolytické enzymy, ¢imZz se zabrani jejich vlivu
na plazmatickou membranu. DHN melaniny ¢aste¢né chrani pted fagocytézou makrofagi,
princip pravdépodobné souvisi se zapornym nabojem melanint. Uvniti fagosomu neutrofilt
melaniny neutralizuji kyslikové a dusikové volné radikaly, které se uvoliuji béhem
oxidativniho vzplanuti. Houby jsou chranéné pied manganistany, chlornany, peroxidem
vodiku, coz jsou také dilezité slozky hostitelské imunitni reakce. Melaniny jsou schopné
vyvazovat t¢zké kovy, a tvofit bariéru proti nékterym antimykotikim, ktera jsou zaloZena na

toxicité kovill (napt. dusinan stiibrny). Pro patogenitu u ¢lovéka je velmi dileZita vlastnost



schopnost rtstu pii 37 °C. (Langfelder et al. 2003, Plonka and Grabacka 2006, Revenkar
2007).

Melanin byl povazovan za obecny determinant virulence. Avsak tento pfistup nelze
vztahnout na vS§echny houby obecné. Ztrata melanizace automaticky neznamena ztratu
virulence (Langfelder, Streibel et al. 2003). Tsai et al. (1999) u Aspergillus fumigatus ukazali,
ze sice DHN melanin je dtlezit4d ochrana pted oxidativnim vzplanutim a hydrolytickymi
enzymy, ale neni to jediny a rozhodujici faktor virulence. U kment s mutaci v genu pro PKS
se virulence se sniZuje a patogen je nachylny k usmrceni H>O», chlornany a k poskozeni

makrofagy. Ale u nemelanizovanych mutantli s mutaci v genu pro katalyzatory 2. nebo 4.

kroku syntézy (viz obr. 1)
se virulence nesnizuje.
PKS se pravdépodobné
zapojuje 1 do dalSich
syntéz vedlejSich
produktli a meziprodukti,
které jsou schopny
dostate¢né inhibovat

imunitni reakce hostitele

a virulence kmenu neni

ovlivnéna. Ukazuje se,

ze samotna PKS se
vyznamn¢ podili na
virulenci. Tato moznost byla zkoumana u E. dermatitidis a ukazalo se, ze meziprodukty

syntézy DHN melaninu imunitni systém hostitele neovliviiuji. Pro Exophialy je DHN melanin

jedinym dalezitym faktorem virulence (Langfelder, Streibel et al. 2003).

4 Taxonomie

Oportunné patogenni melanizované houby jsou heterogenni skupina pidnich hub v ramci
oddéleni Ascomycota s celosvé€tovym rozsitenim (zejména fady Pleosporales, Ochroconiales,
Chaetothyriales). Vyskytuji se jako vlaknité houby i jako kvasinky. Rozmnozuji se predevsim
asexudalné, pucenim a délenim, u nékterych druhil jsou zndma i1 pohlavni stadia. Maji
charakteristické tmavé zbarveni hyf a spor, coZ je diisledek pfitomnosti melaninu v bunééné

stén€. Melanizované houby zplisobuji celou Skalu infekci u rostlin 1 Zivo€ichtl, prevazné



studenokrevnych, a zptisobuji povrchové i systémove (Ajello 1978, Revankar 2007,
Seyedmousavi 2013).

Vyznam téchto hub jako patogenii v poslednich letech roste. Cerné kvasinky byly
poprvé rozpoznany jako ptivodci chorob jiz v 70. letech, kdy se do predmétu zajmu 1ékait
dostaly pro sviij potencidl pasobit infekce u ¢lovéka (Ajello 1978). Celkem je znamo vice nez
100 klinicky vyznamnych druht patticich do 60 rodt (Revankar 2007). Béhem poslednich
desetileti se pozornost soustiedi také na infekce u ryb, zejména v chovech, zptisobené ¢ernymi
kvasinkami. Tyto infekce jsou zndmy 1u obojzivelniki, akvarijnich zvitat (zeyjména lihné
losost a pstruhil) a dalSich studenokrevnych obratlovet a bezobratlych. U téchto zivocichii
pravdépodobné v rozvoji infekce hraje roli 1 absence pokrocilych imunitnich reakei. Infekce
mohou probihat jako jednotlivé sporadické infekce u zdravych jedinctli, zoondzy nebo tzv.
»pseudoepidemie®, kdy v disledku spole¢ného zdroje ndkazy dochazi k infekci u velké
hostitelské populace. K pseudoepidemiim dochdzi u stresovanych zvitat v disledku napt.
Spatného chovu, stresem ze zajeti, Spatné kvality vody, traumatem (nesetrné zachazeni nebo
agresivita zptisobena chovem velkého poctu jedincii stejného druhu). Systémové infekce také
mohou byt sekundarnimi infekcemi (superinfekcemi) spojenymi s bakteridlnim nebo
parazitdrnim onemocnénim. Na druhou stranu 1 primarni mykotickd infekce mtze byt
piekryta sekundarni bakterialni infekci, a proto nemusi byt mykédza diagnostikovana
(Seyedmousavi 2013). Symptomy onemocnéni jsou velmi variabilni, coz dale komplikuje
spravnou diagnostiku (Uijthof 1997).

V soucasné dobé¢ stale neexistuji jednoduché laboratorni testy pro spolehlivou
identifikaci druhu. Spolehliva identifikace druhu stale vyzaduje kultivaci patogena, vyuziti
mikroskopie a vétSinou 1 molekularni analyzy. Pfi histopatologii miize byt vyuzito nékolik
typt zviditelnéni hyf, napt. hematoxylin a eosin (H & E, je viditelnd pigmentace hyf,
melanizace), Fontana — Masson (pouze lehké pigmentace), PAS reakce (Periodic Acid Schiff,
Casto davand prednost pfed H & E vzhledem k vyraznéj$im barvam) nebo GMS (Gomori
Methamine Silver). Mezi neju¢inngjsi latky v 1€¢bé€ patii itrakonazol, vorikonazol a
amfotericin B (Revankar 2007). Ve vyvoji antimykotik byl v soucasnosti zaznamenan
vyznamny pokrok, od roku 2000 se pocet antimykotik zvysil o 30 % (Seyeedmousavi 2013).

Jsou zapotiebi dalsi studie pro lepSi pochopeni patogeneze a naslednou optimalni terapii

bude mozno vyvodit z tspésnych a neuspéSnych klinickych studii (Revankar 2007).
4.1 rod Exophiala (Herpotrichiellaceae, Chaetothyriales)

Exophiala je patogen pattici mezi ¢erné kvasinky (Gjessing, Davey et al. 2011). Predstavuje

nepohlavni stddium z fadu Chaetothyriales, typovy druh rodu je Exophiala salmonis, pohlavni
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stadium se fadi do rodu Capronia s typovym druhem C. sexdecimspora (De Hoog, Vicente et
al. 2011). Vétsinou se $ifi vodou, ale jsou zndmé izolaty i z pidy, sedimentt, cyst hlistic,
dreva, lidskych vlast a nehtd nebo vody (Gjessing, Davey et al. 2011). Vétsina druhti je
mezofilni nebo psychrofilni.

Zastupci rodu Exophiala pisobi infekce u Sirokého spektra teplokrevnych i
studenokrevnych zivocichil. Infekce u studenokrevnych obratlovcii byly popsany zejména u
ryb a obojzivelnikd. Ztidka jsou popisovany nakazy bezobratlych zivocichl. Jsou zndmy i
oportunni infekce ¢lovéka zplisobené napt. E. dermatitidis, E. spinifera nebo E. oligosperma.
Exophiala nenapada plazy a ptaky, divodem je pravdépodobné¢ tlusta, sucha kiize bez potnich
zlaz a suchozemsky zplisob zivota. Vzacné jsou i nakazy u srstnatych savci, kde vétsina
infekci je popséana prave u ¢loveka, ktery ma holou kiizi a spoustu potnich zlaz (De Hoog,
Vicente et al. 2011).

Exophiala je nejCastéji hlaSeny agens systémovych myko6z v akvakulturach a
rybolovném primyslu, kde zplisobuje masivni thyny. Jsou hlaSeny ptipady z USA, Australie,
Skandinavie, Velké Britanie i CR. Druhova identifikace podle morfologie neni spolehliva
kviili vysoké vnitrodruhové variabilité a prekryvajicim se znaktim. Proto je pro spolehlivou
identifikaci doporuceno pouzivat molekularné¢ genetické metody (De Hoog, Vicente et al.

2011).

4.1.1 Exophiala salmonis

E. salmonis je charakteristicka tim, ze tém¢&f netvoii kvasinkové buiiky, optimalni teplota pro
rust je mezi 18 a 24 °C, pti 37 °C neroste. V minulosti byly Casto hlaSeny ndkazy piisuzované
E. salmonis, ale jen malo ptipadt bylo potvrzeno (De Hoog, Vicente et al. 2011). Tuto houbu
poprvé identifikoval a popsal Carmichael (1967) z kanadské Alberty. Poprvé byla izolovana
v roce 1948 ze pstruha zlutohrdlého (Oncorhynchus clarkii), kdy béhem péti mésicti uhynulo
40 % ryb (Ghyn 320 000 z 800 000 ryb) v akvakultufe. Infikované ryby vykazovaly ztratu
rovnovahy, whirling* (vitivé plavani) a letargii. Pi pitvé byly nalezeny mycetomy v mozku.
Druhé epidemie probéhla v roce 1956 také u lososa Zlutohrdlého a ke tteti v listopadu 1960 u
sivena obrovského (Salvelinus namaycush). Ve vsech ptipadech Slo o stejného patogena a
stejné priznaky. Vzdy byly nalezeny léze pouze v mozku.

Prvni hlaSené ohnisko infekce E. salmonis u lososa obecného (Salmo salar) probéhlo



na pobiezni farmé ve Skotsku

v roce 1976. Infekce probéhla pti
ptechodu ryb (o vdhovém
praméru 55 g) z lihni do
mofskych kleci, klece byly
zasobovany po 1000 kusech.
Infekei byla zasazena pouze jedna
klec, ostatni klece nebyly
ovlivnény. N zacatku fijna 1976

bylo nalezeno 250 g ryb s otokem

bticha, ktery jak se po pitvé

prokazalo byl zplisoben rozsifenim ledvin. Nasledné€ bylo nalezeno 24 mrtvych ryb
s podobnymi symptomy. Pfi podrobné prohlidce klece bylo pozorovano velké mnozstvi
zivych ryb s otoky bficha a problémy s plavanim. Postizené ryby byly usmrceny a odvezeny
k laboratornimu vySetteni. Po odvezeni infikovanych ryb se chov stabilizoval a nedoslo
k Zddnym tmrtim spojeného s infekci. Pti pitvé se prokazaly hlavné tvorby granulomt, 75 %
granulomt v ledvinovych, a 1ézi v jatrech, slezing, srdci, slinivce a svalu. Jejich velikost byla
ovlivnéna mnozstvim hyf v tkani. U vSech ryb byly ledviny postizeny uzlinami. Okolo hyf se
nachazely prevazné makrofagy, v mensi mife neutrofily a lymfocyty. Casto byla pozorovana
tvorba novych cév. V srdci probehlo velké mnozstvi patologickych zmén, tvorba granulomt
v epikardu a komote kde probihala masivni reakce makrofagii a neutrofili. Mozek, plynovy
meéchyft a stfevo nebylo zasazeno. Klece byly ukotveny od sebe jen n¢kolik metrt, takze
pienos vodou byl nepravdépodobny, a tudiz se infekce dostala do klece pravdépodobné skrze
kontaminované pelety. Nahodou byla tato klec krmena pouze z jednoho pytle. V tomto pytli
byl detekovan houbovy material. Umrtnost dosahla 10 % (Richards, Holliman et al. 1978).

Otis et al. (1985) publikoval prvni ptipad E. sa/monis u lososa obecného (Salmo salar)
v USA. Testované ryby pochazely z um¢lé lihn€ a byly chovany v akvakultute. Pfi pitvé
vykazovaly ryby mnoho ptiznakl nakazy — zarudnuti povrchu jater, krvaceni do vnitinich
organti, kachexie (fyzicka slabost, ztrata hmotnosti a svalové hmoty v disledku nemoci),
viedy a krvaceni mezi prsnimi ploutvemi, naruseni stievni sliznice, abscesy v ledvinach. V
tomto piipad¢ houba byla pravdépodobné zanesena do chovného systému s kamennou soli
pouZzivanou k udrZeni salinity akvakultur. Kamenna stl byla skladovana ve venkovnim

prostiedi v kontaktu s pidou, ze které byla Exophiala izolovana.
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4.1.2 Exophiala psychrophila
Tato houba tvoii jak kvasinkové, tak i vlaknité kolonie, konidie vznikaji pu¢enim

kvasinkovych bunék, ale jsou

i
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o
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o e L

produkovany i redukovanymi

konidiofory. Nejlépe roste pii

teplotach 17 — 21°C, maximalné

fi-ch
o

e
fiecis

pti 23 °C (De Hoog, Vicente et
al. 2011). Poprvé byl tento druh
izolovan ze strdlic lososa
obecného na farmach v
zapadnim Norsku (Pedersen and

Langvad 1989). Zatim

neexistuje zadna ucinna lécba,

o obr. 5 biisni otok lososa obecného zptisobeny Exophiala spp. (Langvad and
bézné fungicidy (napf. Engjom 1991)

malachitova zelefl) funguji jen pfi velmi vysokych davkach.

Klinické ptiznaky popsané na nakazenych lososech obecnych z USA zahrnovaly
ataxii, ,,whirling®, Exoftalmus (vystoupeni oka z o¢nice), viedy rohovky nebo btisni otoky
(obr. 5). Pii pitvé byly nalezeny granulomy v ledvinach, slezing, jatrech, srdci, bfiSni a o¢ni
duting. U dospélct byly hyfy prokdzany také ve svalovin€. Nejvétsi thyny ryb byly
popisovany pii prechodu strdlic z fek do mote (Langvad and Engjom 1991).

4.1.3 Exophiala aquamarina
Tento druh produkuje kvasinkové buiiky velmi ztidka, hyfy jsou spiralovité zkroucené,

optimalni teplota pro rist je mezi 24-30 °C, maximum 33-36 °C, neroste pii 37 °C. Nazev je
odvozen od motského zpiisobu Zivota hostitelti. Tento druh je jako patogen prozatim omezen
na ryby, ale nema specifického hostitele (De Hoog, Vicente et al. 2011).

V akvariich v Bostonu a Camdenu (USA) zptsobila E. aqguamarina 5 let trvajici
opakované infekce tunidka malého
(Euthynnus alletteratus), platyse amerického
(Pseudopleuronectes americanus) a dvou
druhti moftskych koniki, fasovnika
rozedraného (Phycodurus eques) (obr. 7) a
tasovnika protdhlého (Phyllopteryx
taeniolatus). VSechny ryby vykazovaly

obr. 6 Exophiala aquamarina, konidie (de Hoog 2011) stejnou patologii, a sice nekrotické kozni
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léze s invazi do cév, infekce lebe¢nich a jinych kosti, ale bez zasazeni mozku (Nyaoke, Weber
et al. 2009).

4.1.4 Exophiala pisciphila

Exophiala pisciphila netvoti kvasinkové buiky, jeji optimalni rast je pti 24 az 30 °C, neroste

pti 37°C (De Hoog, Vicente et al. 2011). Houba napada hostitele ze slanych i sladkych vod a

Ize ji snadno zaménit s E. ’

1

salmonis nebo druhy rodu
Phialophora (Langdon
and McDonald 1987).

V roce 1969 byla
popsana infekce sumecka
teckovaného (Ictalurus
punctatus) organismem
velmi podobnym E.
salmonis. V dubnu 1969
si majitel soukromé

nadrze v$iml koznich 1ézi

b. Na piezk ror obr. 7 kozni léze fasovnika rozedraného zptsobené E. aquamarina, SB=plynovy
uryb. Na prezkoumani méchyt, INT= stfevo (Nyaoke 2009)

bylo vzato 5 ryb o vaze 800—1000 g. Majitel nadrze byl vyzvan k usmrceni populace a dezinfekce
nadrze. U 4 z 5 ryb byly nalezeny viedy o velikosti 2—15 mm a hloubce az 5 mm, na okraji
viedl byla exponovéna svalova tkan. Zanét nebyl nalezen. Pii pitvé se ve vnitinich organech

objevily uzliky rtiznych velikosti a masivni

srusty organtl. U ryby bez vngjSich viedu
nebyly vnitini patologické zmény tak
rozsahlé — uzliky v ledvinach, jatrech, sténé
stieva a tukové tkani, v jatrech se nasly
malé srlsty. Z jater byly kultivovany
aeromonady a enterobakterie. Patogenita
byla zpétné testovana na 3 druzich:
sumecek teckovany, sumecek namodraly
obr. 8 E\,”/)/”f(,,u pisciphila (McGinnis and Ajello, 1974) (Ameiurus catus) a slune¢nice velkoploutva
(Lepomis macrochirus). Suspenze byla injikovana do 5 ryb od kazdého druhu a ryby byly

chovany pfi teploté 18 °C. Prvni sumecci uhynuli po 13 dnech a prvni slune¢nice po 19

dnech. Do mésice uhynuly vSechny ryby. Pfi pitve se u vSech prokazal zanét pobfiSnice a
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abscesy ve vnitfnich orgdnech, u n€kterych byla perforovana bfiSni sténa a zaniceny fitni
otvor (Fijan 1969). McGinnis and Ajello (1974) izolat piehodnotili a identifikovali patogena
jako E. pisciphilus (syn. E. pisciphila).

V Australii bylo béhem 5 - ti mésicti objeveno 15 piipadii mykdzy v experimentalni
populaci (85 ks) 1letého lososa obecného (Salmo salar). Lososi pochazeli z karanténni lihng,
jikry byly oSetieny jodem. 5 ryb bylo nalezenych jiz mrtvych, 10 umirajicich bylo utraceno.
Mezi klinické ptiznaky pattil tlum ryb, ztmavnuti, v nékterych ptipadech plavani ve spirale a
,»whirling®. Prvotni vySetfeni ukazalo piStéle (jakékoliv neptirozené kanalkovité propojeni
mezi organy, cévami, nebo 1 ven na kiizi, obecné od epitelové tkan€ opét k epitelové tkéani) o
pruméru 1 mm na kaudo-lateralni stran€ hlavy, v okoli pistél prohlubné podobné velikosti,

v n€kterych piipadech byl objeven exopthalmus a eroze skieli. Jiné makroskopické ptiznaky
nebyly nalezeny. Pitva ukazala, ze lebe¢ni chrupavka byla nekrotickd a obklopena cerveno-
hnédym gelovym materialem, pistéle zasahuji hluboko do pojivové tkdn¢ mozku a invazi
polokruznych chodeb, coz by vysvétlovalo ,,whirling. Zadny patogen nebyl izolovan

z ledvin, jater nebo sleziny. Pti kultivaci byla objevena pfitomnost oportunistickych bakterii,
m. j. Klebsiella oxytoca a Serratia fonticola. Patogen byl identifikovan jako E. pisciphila, t].
onemocnéni s nizkou nemocnosti a vyskytem, ale vysokou mortalitou. K invazi a rozsiteni
infekce pravdépodobné doslo skrze kanaly a senzorické pory postranni Cary. Patogen nebyl
izolovan z potravy a do chovu se pravdépodobné dostal se zdsobovaci vodou (Langdon and
McDonald 1987).

Tento druh byl popsan jako privodce infekce sumecka teCkovaného (Ictalurus
punctatus) v soukromém jezirku v Alabamé (USA). Ryby mély kozni viedy o praméru 2—5
mm zasahujici do hloubky az 5 mm. Byly nalezeny uzliny na vnitinostech, hematogenni Siteni
muze vést k zdnétim pobiiSnice a hnisavym viedim. Pii laboratorn¢ indukované infekci ryby
hynou do 13 dnil po inokulaci (De Hoog, Vicente et al. 2011).

Tato houba byla piivodné oznacena jako pivodce onemocnéni Zraloka Mustelus canis
a platysa velkého (Pleuronectes platessa) v akvariu v New Yorku, které se projevovalo
koznimi 1ézemi (Gaskins and Cheung 1986). Pozd¢ji byla publikovéana jako moZzna ndkaza
Hormoconis resinae, ale v roce 2009 byla Exophiala pisciphila potvrzena (De Hoog, Vicente
et al. 2011).

V Australii byla E. pisciphila zjisténa u mladych losost obecnych (Salmo salar).
Ptiznaky byly zjevné uz pted pitvou a zahrnovaly ,,whirling®, exoftalmus, piStéle na hlavé a
rozpad skieli. Pi pitv€ bylo nalezeno zna¢né poSkozeni mozku: pistéle zasahly hluboké

pojivove tkan¢ mozku, byla naruSena lebe¢ni chrupavka, ktera byla obklopend tmave ¢erveno
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— hnédym gelovym materidlem. Podobny material byl nalezen v oblasti exoftalmu. Hlavové
1éze zasahly hlavové kandly postranni cary, nékdy byly rozsiteny az do mozku a
polokruznych chodeb. Invazi v polokruznych chodbach se vysvétluje ,,whirling®. Patogen
nebyl izolovan z ledvin, jater ani sleziny. Prevladajicim typem bunék v infekénich loziscich
byly makrofagy. Infekce E. salmonis mozek nezasahuje, ale pti napadeni E. pisciphila se jevi
mozek jako primarni misto infekce. Neni zndm piivod této infekce v Australii, kde lososi
pochazeli z umélé lihng a vylihli se v karanténé z joédem oSetienych jiker. Je mozné, ze se
houba do ryb dostala s potravou, ale nebyla z potravy kultivovana. Dal§i moznosti ndkazy je

skrze zasobovaci vodu (Langdon and McDonald 1987).

4.1.5 Exophiala angulospora
Tato houba pottebuje pro sviij optimalni riist teplotu mezi 24 a 27 °C. Poprvé byla izolovana z

chladné, na ziviny chudé pitné vody. U tohoto druhu je znamé i pohlavni stadium, Capronia

coronata, vyskytujici se na dieve. Izolaty pochazeji ze sladké i slané vody (De Hoog, Vicente

etal. 2011).

V Norsku byly
zkoumany napadené
tresky obecné (Gadus
morhua), chované ve
vnitinich nadrzich.
Nakazené ryby
vykazovaly ptiznaky jako
“whirling” a tmavé

zabarveni kiize na ocasu

obr. 9 Exophiala angulospora (Kanchan 2014) (osti'e ohrani¢ené skvrny).
Po 8 mésicich po nasazeni infikovanych ryb do umélé nadrze 50 % ryb vykazovalo ptiznaky.
Na ledvinach, jatrech a sleziné se objevuji loZiska o velikostech az 2 cm. LoZiska neméla
ostry okraj. U ryb s vykazujicich “whirling” byla nalezena mala naSedla oblast ve stfednim
mozku, kde se nachazi zrakové centrum. Na obrazku 10 je patrny rozdil ve vnitini patologii
v ramci populace zasazené jednou infekci. Testovali, zda se E. angulospora nedostala do
akvarii s potravou nebo vodou. Tyto testy vySly negativné, Exophiala kultivovana nebyla. Ve

vzorcich krmiva ptevladaly rody Penicillium a Cladosporium. Jejich ptitomnost ve vodé v

kombinaci se stresem z uzavieného prostoru ziejmé prispéla k oportunni infekci zptisobené E.
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angulospora, ptesny zdroj infekce ale zlstal neobjasnény (Gjessing, Davey et al. 2011).

obr. 10 E. angulospora u tresky obecné, a) zvétsena kaudalni ¢ast ledviny, b) nazelenala a prekrvena jétra, c) nasedlé ohnisko
zrakového centra ve stfednim mozku, L=jatra, H=srdce (Gjessing et al. 2011)

Exophiala angulospora u platyse Paralichthys olivaceus (neni ¢esky nazev) je prvni
piipad této infekce u chovanych motskych ryb v Japonsku. Infekce byla zaznamenana
v kvétnu 2005 na rybi farmé v prefektuie Ehime. Ryby mély podobné piiznaky, jako popsali
Fijan (1969), Blazer (1978), Otis et al. (1985), a to otok bficha a distenze (roztaZeni) ledvin.
Mikroskopické vysetteni odhalily pfitomnost hyf a bilé uzliny v tkani ledvin. Experimentalni
infekce probéhla na 90 zdravych Paralichthys olivaceus rozdélenych do tii skupin, prvni
skupina s vysokym obsahem konidii v inokulu (1x10° konidii/ml), druh4 skupina s nizkym
obsahem konidii v inokulu (1x10* konidii/ml) a tfeti kontrolni skupina. V prvni skupiné byl
pocet infikovanych ryb 61,5 % a umrtnost dosahovala 6,7 %, pfi pitvé se ukazaly léze
v ledvinach, jatrech a slezin€. Ve druhé skupiné byl pocet infikovanych ryb 46,4 %, imrtnost
3,3 %, pii pitvé nebyly 1éze tak rozsahlé jako u prvni skupiny. Prvni thyn zaznamenan 28 dni
po podani inokula. E. angulospora byla potvrzena molekuldrni analyzou rRNA (Kanchan,

Muraosa et al. 2014).

4.1.6 Exophiala jeanselmei
Dftive fazena do rodu Phialophora (McGinnis and Padhye 1977). E. jeanselmei je
saprofyticka houba celosvétového rozsifeni, je Casty laboratorni kontaminant. Dle okolniho
prostiedi je schopna tvofit dvé formy: eumykotické ¢erné granule, pfi traumatickém vstupu do
téla hostitele (napf. pichnuti trnem), nebo dematiaceousni mycelium, pfi vdechnuti a pomaly
rust v plicich a dalSich vnitinich organech. Granulové forma byl fazena do druhu Phialophora
jeanselmei, myceliarni forma identifikovana jako Phialophora gougerotii nebo Sporotrichum
gougerotii (Ajello 1978).

Alderman and Feist (1985) publikovali zpravu o infekci pstruha duhového

(Oncorhynchus mykiss). Béhem rutinniho vySetteni bylo kontrolovano 100 zotavujicich se ryb
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po infekci ledvin zplisobené prvokem (neni publikovano, o jakého prvoka se jedna). Na
ledvinach se nasly bilé 1éze zpiisobené hyfami, hyfy nebyly nalezeny v Zadnych jinych
organech.
4.1.7 Exophiala xenobiotica
Casto se vyskytuje na stanovistich bohatych na monoaromatické uhlovodiky a alkany
(Munchan, Kurata et al. 2009).

Munchan (2009) popisuje prvni infekci této houby u motskych ryb, ktera prob¢hla
v dubnu 2005 v Japonsku u chovanych kranasi zubatych (Pseudocaranx dentex). Infekce
probéhla v populaci €itajici 35 000 ryb a béhem 1 mésice uhynulo denné 100 ryb, mortalita
dosahovala 8,6 %. Infekce se objevila po vysetfeni 5 ndhodnych uhynulych ryb. Mezi klinické
piiznaky patfil otok bficha a zvétSeni ledvin. Pti histopatologickém vySetieni byly objeveny
na zabrech, v srdci a ledvinach 1éze. Houbové hyfy byly doprovazeny nekrdzou tkéani a byl
zvyseny podil zanétlivych bunék. E. xenobiotica byla uréena na zéklade 2 lokust rDNA. Neni
znam zdroj infekce, avSak ptitomnost hyf v Zabrech ukazuje na vstup infek¢ni faze skrze

zabry do obéhového systému.

4.2 rod Cephalotheca (Cephalothecaceae, Sordariales)

VétSina infekci na rybach je zptisobena houbami z fadu Chaetothyriales, napt. Exophiala,
Phialophora nebo Bradymyces a tadu Venturiales, napt. Ochroconis. V nedavné dobé
publikovana studie (Rehulka, Kubatova et al. 2016) rozsifuje seznam mykoz lososovitych i o

tento rod z fadu Sordariales.

4.2.1 Cephalotheca sulfurea
Tato houba se ptirozené vyskytuje na tlejicim dieve.

Prvni infekce této houby u zivoc¢ichti byla u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss)
z povodi Odry v Ceské republice. Nékaza byla zji§téna pii rutinni preventivni prohlidce chovu
a vyskytla se u jednoho z deseti pstruhti podrobenych pitvé, kterd prokéazala pfekrvené oblasti
v jatrech (obr. 11) a ¢etnd loZiska hyf bez doprovodnych zanétlivych reakci (obr. 12). To
znamena bud’ infekci v pocateénim stadiu, nebo schopnost houby potlacit imunitni reakci

(Rehulka, Kubatova et al. 2016).
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4.3 rod Bradymyces
(Trichomeriaceae,

- Chaetothyriales)

Bradymyces je nedavno zavedeny rod se
dvéma druhy. B. alpinus byl popsan z
I S poureh Kamene v alskieh Alpich 3
200 m. n. m, B. oncorhynchi byl izolovan ze pstruha duhového. Tyto houby nejsou schopné
rust pii teploté 28 °C (Hubka, Réblova et al. 2014).

4.3.1 Bradymyces oncorhynchi

Tato houba byla izolovana pouze jednou, a to z infekcniho loziska v blizkosti sleziny pstruha

duhového (Oncorhynchus mykiss) v Kruzberku v Ceské republice. Je piedbézné dokazano, Ze

tato houba mtize zpisobit akutni i chronické infekce pstruha (Hubka, Réblova et al. 2014).

4.4 rod Phoma (Didymellaceae, Pleosporales)

Phoma je Siroce rozsiteny rod. Nejcastéji se vyskytuje jako saprotrof v piidé, méa vysokou
ekologickou plasticitu a jsou zndmy vyskyty ze vzduchu, vody, obdélavané pady po celém
svété. Patfi sem néktefi patogeny rostlin, napf. vinné révy, rajcat, brambor nebo jabloni. Po
Evropé€ se rychle §iti, napt. P. glomerata skrze invazniho raka ¢erveného (Procambarus
clarkii). P. glomerata neni schopna rust pfi teploté 37 °C (Dorr, Rodolfi et al. 2011).

V roce 1983 probéhla v japonské prefektuie Tokusima u aju vychodniho
(Plecoglossus altivelis) ndkaza patogenem podobny P. herbarum, kdy béhem 3 mésict
uhynulo 200 000 z 300 000 ryb. Pii pitvé byly hyfy nalezeny v plynovém méchyfti, ledvinach,
sttevech, jatrech, slinivce, a v tkdni obklopujici bo¢ni svalstvo. Plynovy méchyt byl nejvice
postizen, byla nalezena nekrotizovana tkan a buniky odlupujici se z vnitini stény méchyte a

odtud se hyfy rozsitily po téle (Hatai, Fujimaki et al. 1986).
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Pravdépodobné rodem Phoma se nakazily mladé ryby (5 — 6 cm) lososa obecného

’

(Salmo salar) v Severnim Po

i — Vestfalsku (Némecko). Ryby vykazovaly zadvazné

i S

K e o o e ) 1

obr. 13 plynovy méchyi lososa obecného napadeny Phoma spp., a) histologicky ez plynového méchyfte, viditelna zlustla
sténa, b) zivy preparat hyf z plynového méchyre (Lehmann et al. 1999)

piiznaky, avSak tmrtnost byla velmi mala v ramci populace. Jedinym ptiznakem byla
patologicka zména plynového méchyte, z jehoz stény byla houba izolovana. Lumen
plynového méchyie byl plny bélavé hmoty a jeho sténa byla ztlustla (obr. 13). Houba nebyla
pozorovana v jinych organech. Morfologické znaky hyf a konidii ukazovaly na infekci
Paecilomyces farinosus, ale na zaklad¢ klinického obrazu onemocnéni a nizka amrtnost

populace se Lehmann et al. (1999) ptiklonili k rodu Phoma.
4.4.1 Phoma herbarum
Ptestoze je P. herbarum je znama predevsim jako rostlinny patogen, ojedinéle byly popséany i

mykoézy u zvitat 1 lidi (Faisal, Elsayed et al. 2007).

kisutch) (lihn¢ Eagle Creek, Quilcene, Quinault
a Willard), lososa ¢avy¢a (Oncorhynchus
tshawytscha) (1ihn€é Eagle Creek, Quinault,
Willard, Big White Rearing Ponds, Little White
Salmon, Spring Creek, Abernathy Washington
a Carson) a pstruha duhového (Oncorhynchus
mykiss) (liheti Entiat). Plavani na boku nebo ve

ol " .“;J"':' ¥ --I h

obr. 14 Phoma herbarum (Faisal et al. 2007) svislé pOlOZC, ocasem dold, patil mezi prvotni

ptiznaky infekce. Pfi pitvé byla nalezena degenerovand a nekroticka tkan plynového méchyrte,

ledvin, Zalude¢ni stény a pohlavnich Z14z. V pfi¢né pruhovaném svalstvu byly vidény
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hyperemické (ptekrvené) oblasti, hyfy byly pfitomny také v hibetni aorté. Nejvice byl
postizen plynovy méchyt, ale nebylo prokazéano, zda je to primarni misto infekce.

V postizenych tkanich byly pfitomny zanétlivé buiky, slozené predevsim z lymfocyti a
makrofagi, infekce ma spise chronickou povahu. V lihni Carson dosahovala umrtnost 0,5 %,
v Little White Salmon 2,6 %, pro dalsi 1ihn€ nejsou ¢isla k dispozici. Zdroj infekce neni
znam. Experimentélni infekce probihala ve dvou fazich. Prvni fize znamenala krmeni 24
losost cavyca granulemi ve smési se suspenzi konidii, infekce propukla jen u jedné ryby
(vyskyt infekce 0,5 %), tato ryba uhynula 18 dni od prvniho krmeni. Cilem druhé faze bylo
dostat konidie ptimo do plynového méchyte, kde je predpoklad vzniku infekce. 100 ryb bylo
umisténo do nadrze s Cerstvou vodou, ryby byly nuceny se vracet k hladiné pro vzduch, ten
byl obohacen konidiemi. Celkove byly infikovany 4 ryby (vyskyt infekce 4 %). VSechny
uhynulé ryby mély zanéty a otoky v analni oblasti, pouze jedna méla infikovany plynovy
méchyi. Takto nizky vyskyt experimentalnich infekci prokazuje, ze je nemoc jen slabé
nakazliva (Ross, Yasutake et al. 1975).

V oblasti Velkych jezer je rybolov zavisly na dodavky ryb z lihni. Mezi tspésné
introdukované ryby patti losos ¢avyca (Oncorhynchus tshawytscha), napt. v Michiganu
(USA) je rocné do jezer vypusténo pies milion strdlic. V bieznu 2003 a tnoru 2005 byly
hlaseny masivni tthyny lososii ¢avyca v kandle Wolf Lake State Fish Hatchery (Michigan).

K tthyniim dochazelo dva tydny od tfidéni pstruhii dle velikosti, coz je silna stresova situace.

obr. 15 losos ¢avyca infikovany Phoma herbarum, a) plynovy méchyt naplnény bilou kasedzni hmotou, b) zanét Sitici
se z plynového méchyte do okolnich organti a svalstva (Faisal et al. 2007)

poloze, smrt nastala velmi rychle. Pfi pitvé byly nalezeny znamky zanétu v plynovém méchyti

a travicim traktu. Plynovy méchyi byl naplnény bilou kasedzni (=syrovitou) hmotu, byly
pozorovany sriisty plynového méchyfte a travici trubice a krvaceni v oblasti ledvin.

V pokrocilych ptipadech se hyfy nasly ve stén¢€ aorty, stfev a nékdy zasahovaly do sousedni
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svaloviny. Primarnim mistem infekce byl plynovy méchyt, kde byly nalezeny zanéty i u méné
zasazenych ryb. Do méchyie se patogen dostal pres gastrointestinalni trakt. Pfi¢inou timrti
byla pravdépodobné¢ selhani ledvin a dalSich organti. V téchto piipadech se infekce tykala
pouze jednoho druhu, ptestoze v lihni se vyskytovala i jina lososovita ryba (Faisal, Elsayed et

al. 2007).

4.5 rod Ochroconis (Sympoventuriaceae, Venturiales)

Rod Ochroconis byl ptivodné popsan jako rod Scolecobasidium, s typovym druhem S.
terreum (Abbott 1927), pozd¢ji byla provedena nova analyza a byl zaveden novy druh
Ochroconis (De Hoog and von Arx 1973). Je Castym patogenem studeno i teplokrevnych
zivoc¢icht. Prilezitostné napada ryby, Zelvy, savce 1 ptaky. Jsou zndmy i piipady napadeni
cloveéka, nejcastéji postizenymi organy jsou plice a mozek, k infekci dochazi napt. u
imunosuprimovanych pacientd po transplantaci, pacientl s leukémii, diabetes melitus a
autoimunitnimi onemocnénimi. Druhy morfologicky podobné O. humicola byly izolovany
z vlhkych stanovist’ v domécnostech, napt. z koupelen. Neékteré druhy jsou termofilni a byly
izolovany z horkych pramenti nebo teplé odpadni vody z jaderné elektrarny (Samerpitak, Van
der Linde et al. 2014).

V roce 1984 byla v Japonsku
zaznamenana mykdza u kultivovanych
lososti masu (Oncorhynchus masou).
Onemocnéni ryb se projevovalo jako
chronické a vyskytovalo se zejména u
2letych ryb, uhynulo ptiblizné 2000 z 5000
ryb. Nakazené ryby vykazovaly ptiznaky
jako z¢ervenani analni oblasti, otok biicha
A\ ‘ v disledku nahromadéni volné tekutiny

v bfisni duting a rozsahly otok ledvin. Pfi
histologickém vySetteni byly nalezeny
hyfy v ledvinéch, ojedinéle ve slezin¢ a
jatrech. Izolat patogena vykazoval blizkou
podobnost s Ochroconis tshawytscha, ale
li8il se v n€kterych biologickych vlastnostech, a proto byl povaZzovan za novy druh. Dalsi

informace nebyly publikovany (Hatai and Kubota 1989).
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4.5.1 Ochroconis humicola
O. humicola roste v rozmezi 15-30 °C, s optimem 25-30 °C. Tento druh napada

studenokrevné obratlovce i ¢loveka, jsou znamé ptipady koznich mykdz, véetné
onychomykoz. Dalsi izolaty pochézi z raseliny, opadanych listl, mravenist’ nebo koupelen
(Samerpitak, Van der Linde et al. 2014), Casté jsou nalezy z piid bohatych na organické latky
(Ajello, McGinnis et al. 1977). Prvni infekce u ryb byla zaznamenana z ledvin juvenilnich
losost kisu¢ (Oncorhynchus kisutch) v Seattlu (USA). Experimentélni infekce byla prokazana

krmenim peletami obsahujici O. humicola (Ross and Yasutake 1973).

obr. 17 Ochroconis humicola, B) kolonie na MEA, J) hyfy s konidiemi (Samerpitak 2014)

Mezi lety 1969—1973 byly v Tennessee (USA) opakované epidemie O. humicola u
lletych pstruhit duhovych (Oncorhynchus mykiss). Je to prvni ptipad této infekce u pstruha
duhového. 1. ndkaza se objevila v zati 1969, s vrcholem tmrtnosti v fijnu a listopadu 1969.
Jako prvotni symptomy se objevily povrchové 1éze, puchyte, abscesy na kiizi a anémie Zaber.
Béhem pitvy se ukadzaly malé az stfedné velké krvacivé viedy po celém téle, hemoragicka
jatra a slezinu, ledviny byly oteklé, obalené krvavou tekutinou a obsahovaly masivni zanétlivé
léze. Bylo prokazano krvaceni do dutiny stfeva a Zaludku. Byla pozorovana granulomat6z
reakce charakterizovana infiltraci lymfocyth a mononuklearnich buné€k. Pii experimentalni
infekci byli pstruzi naockovani suspenzi, k napadeni tkani doSlo béhem 3 dni. Napadené ryby
vykazovaly abnormality v podob¢ napf. bizarniho plavani. Smrt nastala béhem 7-10 dnt od
naoc¢kovani. Znovu infikované ryby vykazovaly stejné symptomy a histopatologii jako
ptirozené infikované ryby. Na konci roku 1973 byl pouzit novy zdroj vody pro lihen, poté uz
nedochazelo k Zadnym novym infekcim. Plivodni zdroj vody byl infikovan priisaky ze septiku

(Ajello, McGinnis et al. 1977).
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Schaumann and Priebe (1994) publikoval nalez z rutinni kontroly veterinarni a
potravinové hygieny v Bremerhavenu (Némecko), erstvé a vykuchané ryby byly
distribuovany z Norska. Zvenci ryby nevykazovaly zadné ptiznaky. Pii filetovani byly
objeveny Cerné skvrny, o priméru 5-30 mm, ve svaloving. Pii podrobnéj$im prozkoumani
byla zjisténa nekrdza postizené svaloviny a svalové bunky postradaly pruhovani. Vzorek pro
kultivaci byl izolovan z vybledlé oblasti svaloviny. Uréeni patogenu bylo problematické. Bylo
jasné, ze se houba vyskytuje v komplexu Ochroconis — Scolecobasidium — Dactylaria, ale
v dob¢ vzniku ¢lanku byl rod Ochroconis relativné novy a nebyl jesté uplné mykology
jednomysIné prijat. A na zdklad¢ morfologie a teploty rastu byl patogen urcen jako O.
humicola.

Na konci ledna 1994 v prefekture KagoSima byla u ropusnicka japonského (/nimicus
Jjaponicus) prvni infekce O. humicola v motskych ryb v Japonsku. Bylo vySetfeno 5 ryb, které
vykazovaly malou chut’ k jidlu. 4 z 5 vySettenych ryb mély oteviené viedy na hibetni Casti
téla. Ve stfedu 1ézi se nachazela nekroza takového rozsahu, Ze bylo obnaZeno svalstvo. Hyfy
byly nalezeny i v hlubsich vrstvach kosterniho svalstva, vnitini organy nebyly zasazeny.

V povrchové vrstvé 1ézi byly nalezeny bakterialni kolonie, neupfesnéna taxonomie kolonii. O.
humicola urCena na zékladé morfologie teploty rtistu. Béhem této infekce nebyl zaznamenan
zadny thyn v souvislosti s touto infekci (Wada, Nakamura et al. 1995).

V Australii se objevila systémova infekce u kanice teCkovaného (Cromileptes
altivelis), kteti byli odchyceni na koradlovém ttesu v Queenslandu, ale poté byli 7 mésicti
drzeni v umélé nadrzi. Infikované ryby odmitaly potravu. Pii pitvé bylo nalezeno znacné
poskozeni plynového méchyte, tkan méchyie byla nahrazena nekrotickou granulomatézni
hmotou. V jatrech a slezin¢€ byly nalezeny abscesy o velikosti 5 — 10 mm a zanét pobfiSnice
(Bowater, Thomas et al. 2003).

V dubnu 2004 se v Japonsku na rybi farmé v prefektuie Ehime objevila infekce u
mladych jedinct kranase zubatého (Pseudocarax dentex). Mésic od rozpoznani nemoci
umrtnost dosahla az 25 % (62 500 z 250 000 chovanych ryb). Postizené ryby mély
abnormalni otok bficha a nafouklé ledviny. Patogen O. humicola byl identifikovan na zaklad¢
morfologickych znaki. Hyfy byly nalezeny ve svalech, slezin€ a ledvinach. Toto byl viibec
prvni popsany piipad tak masivnich thynt v Japonsku (Munchan 2006).

Munchan et al. (2009) provedli experimentélni infekci kranasii zubatych
(Pseudocaranx dentex) houbou Ochroconis humicola (izolat NJM0472 dle Munchan 2006).
Ryby o primérné vaze 13,7 g a délce 8,8 cm by rozdéleny do 3 skupin po 30 kusech. Kazda

ryby byla injikovana 0,1 ml konidiové suspenze. V prvni skupiné suspenze obsahovala 5x10°
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konidii/ml, ve druhé skupiné 5x10° konidii/ml, tfeti skupina byla kontrolni. Skupiny byly
pozorovany v nadrzich (teplota vody 21,3 — 24

°C) 43 dni. Umrtnost byla kontrolovana denné

obr. 18 Histopatologie Gerstvé zabitych kranasti zubatych infikovanych Ochroconis humicola, v inokulu 5x103 konidii/ ml,
A) pronikani hyf tkani ledviny bez granulomatdznich zanétl 14 dni po inokulaci, B) zanéty ve vzorku tkané ledvin 32 dni po
inokujaci) (Munchan 2009)

a uhynulé ryby byly podrobeny analyze. V prvni skupiné byl pozorovéan prvni thyn po 13
dnech po injokulaci a mrtvé ryby byly kontinudln€ loveny 4 dny. Celkova umrtnost v této
skupin€ dosahla 80 %. Ve druhé skupiné byl prvni tthyn po 23 dnech a timrtnost 3,3 %. Do
konce experimentu uhynulo 25 ryb (24 ryb z prvni skupiny a 1 z druhé skupiny). V kontrolni
skupin€ nebyl zaznamendm zadny uhyn. U kazdé z uhynulych ryb se nasly hyfy v ledvinach.
Histopatologickému vySetteni byly podrobeny jatra, ledviny a slezina. Na konci experimentu
byly i zivé ryby utraceny a byla provedena re-izolace houby z ptezivSich ryb. Ve prvni
skupiné bylo 40 % a ve druhé skuping 6,8 % ryb pozitivni na infekci podané Ochroconis.
Hyty byly nalezeny v jatrech, ledvinach a slezin€. Histopatologie byla shodna, jak popsal
Munchan (2006) z masivnich thynt kranasti zubatych v Japonsku. Na rozdil od uhynulych
ryb méli infikované piesivsi ryby natolik silné zanétlivé reakce, Ze dokéazaly potlacit rist hyf,
a to jejich zapouzdienim pomoci granulomt. Uhynulé ryby nedokazaly rist kontrolovat a
hyfy a Gplné€ je zapouzdiit a mnoho hyf pronikaly do vnitinich organti. Ryby hynuly

v disledku masivni houbové infekce v bfisni dutin€. AvSak granulom mize byt tak velky, Ze
tlak vyvinuty na vnitfni orgdny miZe zplsobit poruchy jejich funkci a mize vést

k multiorganovému selhani a smrti. Tato a studie Ross and Yasutake (1973) a Ajello et al.
(1977) ukazuji, Ze intraperitonedlni infekce (IP) je prakticka metoda pro studium
histopatologickych zmén u ryb zplsobené houbovymi infekcemi.

4.6 rod Cladosporium (Davidiellaceae, Capnodiales)

Schubert and Braun (2005) po piehodnoceni morfologickych vlastnosti a molekularnich dat

prevedli nekteré druhy z rodu Heterosporidium do 5 novych rodl — Fusicladium,
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Parastenella, Passalora, Pseudocercospora a Stenella. Cladosporium je synonymum pro rod
Heterosporidium.

Cladosporium spp. byl izolovén z klauna uzdic¢katého (Amphiprion frenatus) v umelé nadrzi
v Severni Karolin€ (USA). Pii pitvé uhynulych ryb byly objeveny Cerné 1éze se zanétlivymi
bunikami v levé ¢asti operkula (skielové vicko), hyfy byly objeveny i v pokoZzce a v zabrech a
1éze podél lebky. Byly pfitomné i gram negativni bakterie. Potlaceni imunity a nasledna
infekce miize mit mnoho pti€in, stres z dopravy a zadrzeni, chronické vystaveni médi

z volného siranu méd’natého pro kontrolu ektoparazitii, nebo se do téla mohl dostat ptes
drobnd poranéni z vnitrodruhovych boji, kdy klauni jsou v nadrzich vii¢i sob¢ agresivni
(Silphaduang, Hatai et al. 2000).

4.6.1 Cladosporium cladosporioides

Cladosporium cladosporioides je ptdni saprofyt s celosvétovym rozsifenim, konidie se Siti
vzdusnym proudénim.

Prvni ptipad této infekce byla zaznamendna v Australii u kanice teckovaného
(Cromileptes altivelis) chovaného v zajeti. Infikované ryby vykazovaly letargii, anorexii,
abnormalni drzeni téla, neschopnost plavat u hladiny. Pfi pitvé byl nalezen nafoukly plynovy
meéchyft, ten byl naplnén granulomatdzni hmotou. Jiné tkdn¢ nebo organy nebyly napadeny.
Kanicové jsou chytani na koralovych utesech mistnimi rybafi, nasledné jsou prodavany do
umélych nadrzi, kde se vytiraji a jsou studovany. Infekce v ptipadé C. cladosporiodes 1 O.
humicola byla do tél ryb pienesena mistnimi rybati pomoci nesterilizované injek¢ni jehly,
kterou propichuji a napliiuji plynovy méchyt vzduchem, aby ryby nemohly plavat u hladiny
(Bowater, Thomas et al. 2003).

4.6.2 Cladosporium sphaerospermum

Cladosporium sphaerospermum je povazovan za pudni organismus, vyskytuje se v mirném
pasmu, je schopna dostat se do vodniho prostfedi a najit si zvifeciho hostitele (Blaylock,
Overstreet et al. 2001).

Blaylock (2001) publikoval sou€asnou infekci Cladosporium sphaerospermum a
Penicillium corylophilum u chiapali cervenych (Lutjanus campechanus) chovanych
v nadrZich u Mexického zalivu. Ryby byly ulovené u pobtezi Horn Island, v riznych ¢asech.
Infekce byla objevena pfi rutinni kontrole. Postizené ryby méli problémy s udrzenim
rovnovahy u hladiny, napaden byl plynovy méchyt a ledviny. Infekce pravdépodobné neni
systémova a je pravdépodobné, ze infekce Penicillium a Cladosporium neni primarni, ale je

zfejmé, ze zpusobila patologické zmény tkani ryb. Infekce byla pravdépodobné zplisobena
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injek¢ni stiikackou, kterou byl propichnut plynovy méchyt, prestoze vyfukovani plynového
méchyte ma za nasledek vyssi hladinu nemocnosti a imrtnosti ryb. Proto je deflace
plynového méchyie doporucovana jen v krajnich pripadech a je nutné dodrzovat zaklady

sterilizace.

4.7 rod Phialophora (Herpotrichiellaceae, Chaetothyriales)

Prvni infekce u ryb houbou rodu Phialophora byla zaznamenana v lednu 1982 v plidku
lososa obecného (Salmo salar) na rybi farmé ve Skotsku, kde se zvedla umrtnost. Houbova
infekce probehla soucasné s bakterialni infekci Pseudomonas fluorescens. Ryby klesaly ke
dnu a rychle umiraly. Uhynulé ryby vykazovaly krvaceni u bfi$nich ploutvi, ptebytek hlenu
na kiizi. Nekteré ryby byly vyhublé a méli otoky v panevni oblasti. Histopatologické vySetteni
ukazalo zanét stfeva a proniknuti hyb do lumen stfeva, ledviny byly postizeny tézkou
nekrozou, 1 kdyZ obsahovaly jen malo hyf, velké mnozstvi hyf byly nalezeny na pouzdru
sleziny s obasnymi ohnisky proniknuti hyf do organu. Plynovy méchyt byl téZce infikovan,

M o 66

konidie byly pfitomny i v lumen méchyte, méchyt byl ,,vypustén* a obsahoval bélavy
mukoidni material, sténa byla nepriihledna. Cast méchyie byla pfilnuta ke sténé zaludku.
VétSina vnitfnich organti byla obalena pevnou hmotou tvofenou hustymi shluky mycelia.
Srdce, zabry a jatra nebyly zasazeny. Odezva imunitniho systému byla velmi nizka, byla
pritomno pouze nékolik malo lymfocytii a makrofagti. Houba byla urcena jako rod
Phialophora, pravdépodobné P. malorum nebo P. fastigiata. Neni znam zdroj infekce. Tato
infekce pravdépodobné probéhla 1 ve dvou dalSich lihnich ve Skotsku, v lednu 1980 a fijnu

1981 (Ellis, Waddell et al. 1983).

5 Zavér

Infekce melanizovanymi houbami mohou byt velkym problémem, protoze neexistuji jasna
doporuceni ohledné 1éCby. Vyskytuji se pfevazné na severni polokouli, kde postihuji hlavné
lososovité ryby. Houby dovedou napadnout téméf jakykoliv orgédn v téle, véetné svaloviny a
kosti, ale nezasahuji do rozmnoZovacich organti.

Ve vétsing ptipadil se zplisob infekce nepodaii objasnit. Do nadrzi se houba pravdépodobné
dostava se zasobovaci vodou nebo infikovanymi krmnymi peletami. V dobte
dokumentovanych ptipadech je hostitel infikovan pozitim konidii a infekce za€ina v travicim
traktu, nebo houba pronikne do téla povrchovym zranénim kiize, nebo Zaber do obéhového
systému. V nékterych ptipadech je infekce patrna na prvni pohled doprovazena velkymi otoky
bticha, koznimi lézemi nebo ,,whirling®. Mezi nejCastéji a nejvice zasaZzené organy patii jatra,

ledviny, slezina a plynovy méchyt. V jatrech, ledvinach a slezing se tvoii buniky imunitniho
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systému, pravdépodobné proto je zde zaznamendvana nejsilnéj$i imunitni odpoveéd’, na které
se nejvice podili pfevazné makrofagy a neutrofily. Postizeni plynového méchyie souvisi
s jeho propojenim s travici dutinou. Infekce plynového méchyte jsou nejcastéji vyvolané
druhy rodu Phoma, ktery neni se neprojevuje invazivné v ostatnich organech. V postizenych
tkanich se tvofi granulomatdzni zanéty (granulomy), abscesy, 1éze, tkan je asto
nekrotizovana, v mozku jsou Casto pistéle. Do svaloviny se mohou hyfy dostat dvéma
zpusoby: prorist z koznich 1ézi nebo se rozsitit z vnitinich organt. Ve svaloving se tvofi
granulomy nebo je nekrotizovana. Nejsou znamy ptipady prenosu infekci ptisobenych
melanizovanymi houbami mezi rybami. Pro zvladnuti infekce je dilezity celkovy stav ryby.
Ryby bez oslabeného imunitniho systému jsou schopny hyfy zapouzdtit tvorbou granulomu.
Rozhodujici je také mnozstvi houbovych propaguli (infekéni naloz), se kterym se ryba potka.
Mezi nejdilezitéjsi faktory virulence patii tvorba melaninu houbou. Nelze to ov§em
zobecnit na vSechny piipady. Nekteré mutantni kmeny zlstavaji virulentni, pfestoze v jejich
bunéénych sténach neni ptitomen melanin. V nékterych piipadech mutace v draze syntézy
melaninu znamend snizeni virulence a patogen je snadno usmrcen imunitnim systémem. U
nékterych mutantt, které maji melanogenezi prerusenou v jiné fazi se schopnost virulence
naopak nesnizuje, protoze vedlejsi produkty a meziprodukty drahy, které se hromadi, maji
také antibakteridlni a imunosupresivni vlastnosti a dokézi houbu ochrénit pfed imunitnimi

reakcemi.
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