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Anotace

Mor véeliho plodu, Histolysis infectiosa perniciosa larvae, Pestis apium americana, je nebezpe¢nou nakazou
véely medonosné ve smyslu pfilohy €. 2 k zakonu 166/1999 Sb. (veterinarni zakon). Pivodcem je sporulujici
mikrob Paenibacillus larvae ssp. larvae (dale P.L.I). Onemocnéni je rozsifeno ve vSech oblastech svéta, kde se
vyskytuji véely a vSude pisobi ztraty. Likvidace ohnisek moru je mozna a je podminéna v¢asnou diagnostikou a
dislednou likvidaci vSech kontaminovanych materialt, které nejdou desinfikovat. Dal§i podminkou je
bezchybnd spoluprace veterindrni sluzby schovateli a naslednd kontrola. Neexistuje Zzadna ucinna
farmakoterapie, likvidace nemocnych vcelstev je nezbytna.

V ramci této smlouvy bylo ze strany zhotovitele provedeno vysetieni 780 monitorovacich vzorki voskové méli
ze dna 0lu a dalSich vzorkl ze vcelstev podezielych z nakazeni morem véeliho plodu, odebranych ve spolupraci
s prislusnymi inspektoraty Krajskych veterinarnich sprav v ochrannych pasmech nebezpecnych nakaz a v dal§ich
indikovanych a monitorovanych oblastech. V téchto vzorcich byla stanovena pfitomnost P.LI. i kvantitativné
s naslednym vyhodnocenim kvantity nalezu ke klinickému obrazu nemoci ve vcelstvech.

Sbirka mikrobidlnich kmenti nalezenych pfi diagnostické Cinnosti je systematicky dopliiovana a udrzovana. Pro
typizaci bakterialnich kment plivodce moru vceliho plodu se podafilo zavést kombinaci biochemickych a
genetickych metod (PCR).

Byly provedeny instruktaze spravnych diagnostickych a sanacnich postupd v ohniscich a ochrannych pasmech
moru véeliho plodu

Vysledky téchto aktivit byly prezentovany na zasedani OIE a na 29. svétovém kongresu APIMONDIA

v Dublinu v srpnu 2005. Metoda vySetfeni méli, vyvinuta na nasem pracovisti byla zahrnuta do Manualu
diagnostickych metod OIE.

V Dole, 25.10.2005

Dr. Ing. FrantiSek Kamler
feditel VUVE Dol

Ing. Dalibor Titéra CSc
vedouci odd. vyzkumu



1. Uvod do problematiky a pFedmét pInéni v roce 2005

Mor v¢eliho plodu, Histolysis infectiosa perniciosa larvae, Pestis apium americana , je
nebezpecné onemocnéni veely medonosné. Je rozsifeno ve vSech oblastech svéta, kde se
vyskytuji veely. Jeho ptivodcem je sporulujici mikrob Paenibacillus larvae larvae . Poprvé
byl mor véeliho plodu a jeho ptivodce podrobné popsan Whitem (1907) v USA, proto se ve

vetsing jazyku tato choroba oznacuje "American Foulbrood" zkracené AFB.

V Evropé je morem plodu postizeno primérné 3 - 10 % vcelstev, v n€kterych oblastech se
udava napadeni az 40 %. Nepftizniva situace je v sousednich zemich (Polsko, Rakousko),
nejasny je stav na Ukrajin€ a v dalSich zemich jihovychodni Evropy. Zcela nejasna je situace
v Asii, odkud je do svéta exportovan med, v fadé ptipadii v minulych letech zjistény jako
nebezpecny. Jednak pro vcely, jako infek¢éni agens moru, i jako potravina s rezidui antibiotik.
Situace v Ceské republice je stabilni, v diisledku intenzivni pée Statni veterinarni spravy ve
spolupraci s Ceskym svazem véelaiti a Vyzkumnym Gistavem véelaiskym je napadeni véelstev
morem v Ceské republice velice nizké. Jak ale ukazal provadény monitoring, n&ktera ohniska
zustavala neobjevend nebo nehlasena delsi dobu. Pocet pozitivnich ptipada se tedy zvysil
spise o odkryté, ale staré piipady. Celkové jsou v CR v ohniscich moru desitky aZ stovky

véelstev, cozZ pfi stavu kolem ptil milionu véelstev nedosahuje ani 0,1 %.

Piestoze odolnost spor Paenibacillus larvae larvae je vysoka - virulence je zachovana mnoho
desitek let - v klinické praxi ceské republiky se dati likvidace ohnisek moru. Je to podminéno
v€asnou diagnostikou a dslednym provedenim likvidace, jejiz podminkou je bezchybna

spoluprace veterinarni sluzba a mistni samospravy s chovateli a nasledna kontrola.

Vysoka nebezpecnost tohoto onemocnéni trva, situace v zahranici se prokazatelné zhorSuje a

je nutné se etiologii, prevenci, diagnostikou a likvidaci této choroby stale intenzivné zabyvat.

Situace se v poslednich deseti letech dale zkomplikovala, protoZe

e rozsifeni varroazy a vliv dalSich exogennich faktort z prosttedi (ostatni nemoci,
agrochemikalie, nedostatky ve vyzive, Sok zptisobeny nezvladnutim nékterych prvki

velkovyrobnich technologii) miize oslabit imunitu vcelstva
e paraziticky rozto¢ Varroa destructor muze byt vektorem Paenibacillus larvae larvae

e poskozeni zplsobend rozto¢i mohou byt vstupni branou pro bakterialni infekci



e uvoliovani administrativnich bariér v Evrop¢ ptispiva k vétsimu pohybu vcelstev a

vcelich produktd (véetn€ infikovanych)

e transport véelstev ze vzdalenych oblasti si vynucuji 1 krizové situace po masivnich

ztratach vcelstev v disledku nezvladnuté varroazy v nékterych sousednich zemich.

Vsechny tyto okolnosti zesiluji infekéni tlak a potencialné hrozi naristem klinickych ptipada
moru vceliho plodu. Jakmile by pocet nové odhalovanych ohnisek moru piesahl technické 1
ekonomické limity dasledné aplikace radikalni eradikace moru, znamenalo by to velmi
rapidni zhorSeni ndkazové situace s mnoha fatdlnimi dopady na véelafstvi a téz na kvalitu

véelich produkti.

Pokusy tlumit mor antibiotiky a sulfonamidy jednoznacné prokézaly, Ze pfi takové terapii
dojde pouze k doCasnému ustupu klinickych ptiznakii moru, ale ziistava silny infek¢ni tlak
diky vysoké koncentraci zivotaschopnych spor. Po odeznéni ti¢inku terapeutik mor opét
recidivuje. Paenibacillus larvae larvae rovnéz rychle ziskava rezistenci, coz je dalsi divod
neucinnosti antibiotické terapie.

Pfestoze neexistuje ucinna terapie, dochazi vSude v oblastech se zvySenym vyskytem moru
opakované k pokustim tlumeni moru silnymi ddvkami riznych antibiotik a sulfonamidu, které

zanechavaji nadlimitni rezidua v medu, pfipadné i v dalSich vcelich produktech.

Samotny puvodce moru, Paenibacillus larvae larvae, neni pro ¢lovéka skodlivy, jeho vyskyt
v medu vSak vzdy indikuje podezieni na potencidlni pfitomnost rezidui antibiotik, coz je z
hlediska kvality medu problém velmi vazny.

Jak jsme prokazali v ptedchozich letech, na rozdil od mnoha jinych druht bakterit,
Paenibacillus larvae larvae neni plo§né rozsifen v terénu na tizemi CR. P¥ipadny vyskyt
Paenibacillus larvae larvae vzdy souvisi bud’ s aktudlni nakazou, nebo se zbytky starych
ohnisek, ptipadné by se mohlo jednat o pocatecni stddium nemoci, kdy jesté nebyly
podchyceny klinické pfiznaky. Diky témto vysledkiim se stale méné setkdvame s hlasy, které
poukazem na ubikvitni ptitomnost Paenibacillus larvae larvae zpochybnuji efektivnost

radikalni metody tlumeni moru.

Cela problematika je jest¢ komplikovangjsi vzhledem k vyskytu specifickych bakteriofagu,
kteti doprovazeji ptirozené populace Paenibacillus larvae larvae. Studium bakteriofagu,
objevenych v sedmdesatych letech ve VUVE Dol, viak muselo byt pro nedostatek finanénich

prostiedki odlozeno.



Diagnostika moru v CR byla aZ do roku 2001 pievazné zaloZena na pozorovani klinickych
piiznaki moru na plodovych plastech ve vCelstvu. Aby byl chovatel vcel schopen rozpoznat
abnormality na plodu a pfizvat k prohlidce odbornika, ¢i rovnou zaslat podeziely material do
specializované laboratote k vySetfeni, musi absolvovat Skoleni. Samostudium odborné
literatury, jak jsme se pfesvédcili, nestaci. Opét jsme se v terénu museli konstatovat, ze

nezkuseny pracovnik rannd klinicka stadia pii prohlidce nenalezne.

Metoda vy3etfeni méli, kterou jsme s podporou Ministerstva zemédélstvi CR jsme v letech

2001 a 2002 vyvinuli, validovali a akreditovali, se skute¢n¢ osvédc¢ila.
Proto se pokracovalo v terénnim monitoringu v ochrannych pasmech moru i v roce 2005.

Ptestoze objem prosttedkil tohoto tkolu byl o néco nizsi, podafilo se to v nezmenseném

rozsahu, diky tomu, ze laboratot stdle metodiku vysetieni zlepsuje.
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je zajisténi monitoringu vyskytu ptivodce moru véeliho plodu v CR, udrzovani a dopliovani
sbirky bakteridlnich kment ptivodcti moru.

V ramci této smlouvy byly ze strany zhotovitele provedeny nize uvedené aktivity:

1. VySettfovani vzorkil ze vCelstev podezielych z infekce morem véeliho plodu, cilené
odebranych ve spolupraci s pfislusSnymi veterinarnimi inspektoraty v ochrannych pasmech
moru a v dalSich indikovanych a monitorovanych oblastech.

2. Dopliiovani a udrzovani sbirky mikrobidlnich kment nalezenych pfi diagnostické ¢innosti
uréené k typizaci bakteridlnich kmeni ptivodce moru véeliho plodu.

3. Typizace bakteridlnich kmenii biochemickymi a molekularné-genetickymi metodami
4. Prezentace vysledkll na mezinarodnich forech

5. Realizace instruktazi pro laickou i odbornou vetejnost

Strucny piehled FeSeni v roce 2005

2.1 Material

K vySetteni byly vyuzity individudlni i smésné vzorky méli, pochéazejici z ohnisek a
ochrannych pasem moru. Po dohod¢ s pfislusnymi pracovniky inspektoratt SVS byly pro
vySetieni na Paenibacillus larvae ssp. larvae odebirany vzorky ze véelstev v priabéhu celého
roku, tak, aby byla kapacita laboratofe maximalné vyuzita. Odbér vzorkt provadéli pracovnici
nasi laboratote, dale pracovnici SVS a chovatelé.

Byly vyuzity vzorky zimni i letni méli pomoci podlozek a kartonovych ptrepravnich

vzorkovnic vyvinutych v pfedchozich letech.

Piehled vySetfenych vzorkt je v tabulce 1.



2.2 Metodika

Pro vySetfeni byla pouzita akreditovana ustavni metoda MI_01 PL, ¢lanek 3, Kultivaéni
stanoveni Paenibacillus larvae ssp. larvae v méli a vosku. (Rizeny dokumnet II. vrstvy vydany

dne: 22.2.2005, nahrazuje verzi ze dne: 11. 11. 2003).

Jako pozitivni jsou oznaceny vzorky s prokazanym nariastem Paenibacillus larvae ssp. larvae

pi prahu detekce metody 10° CFU.g™" .

Typizace kmenti P.l.l. byla provadéna testy BIOLOG (GP2 MicroPlate zahrnujici 80
uhlohydratovych substrat pro biochemickeé testy) a molekularné-genetickou typizaci

metodou PCR (ve spolupraci s laboratoii SVU Olomouc).

Protokoly s vysledky byly zaslany chovateltim, zékladnim organizacim Ceského svazu
vcelafil a pfisluSnym inspektoratim veterinarni spravy. Po té byly provadény konzultace o

dalSich postupech pfi eradikaci ohnisek.

Pro praktickou vyuku diagnostickych postupti jsme zhotovili zasklené preparaty klinickych
ptiznakd. (obr. v odd. 3.3)



3. Dosazené vysledky

3.1. Monitoring

Vysledky provedenych rozbort jsou shrnuty v tabulce 1

Tabulka 1: Prehled lokalit a vysledky

CisLO POCET 7. TOHO

OKRES LOKALITA PROTOKOLU VZORKU POZITIVNICH
Breclav Klobouky u Brna 12 37 1
Bfeclav Klobouky u Brna 41 35 3
Karlovy Vary Kyselka 44 2 0
Hodonin Hovorany 108 4 1
Karvina Karvina 134 10 10
Praha - mésto Praha 6 417 72 2
Trutnov Dvur Kralové 590 26 4
Jic¢in Hofice 594 43 0
Jindfichiv Hradec Nova Bystfice 628 2 0
Brno - venkov Jifikovice 641 2 0
Brno - venkov Moutnice 645 22 0
Breclav Velké Pavlovice 649 36 1
Bfeclav Divaky 651 32 16
Breclav Klobouky u Brna 653 47 2
Breclav Mikulov 655 49 5
Bfeclav Dolni Dunajovice 657 20 0
Breclav Hustopece 720 1 0
Hodonin Zdanice 756 12 1
Hodonin Kyjov 757 15 0
Hodonin Rohatec 759 8 3
Hodonin Sardice 760 26 0
Hodonin Bzenec 761 17 0
Hodonin ZaroSice 762 3 1
Hodonin Ratiskovice 763 7 0
Hodonin Svatobofice- 764 2 0
Hodonin Vracov 765 2 0
Hodonin Hodonin 766 8 2
Hodonin Hodonin 767 2 0
Breclav Hustopec€e u Brna 839 5 0




CisLO POCET Z TOHO
OKRES LOKALITA ) .

PROTOKOLU VZORKU POZITIVNICH
Bfeclav Bfeclav 3 903 32 12
Breclav Breclav 904 12 1
Breclav Breclav 905 16 4
Bfeclav Bfeclav 906 90 39
Bfeclav Divaky 938 39 0
Hodonin Hodonin 997 7 3
Praha - mésto Praha 2 1004 1 1
Bfeclav Divaky 1082 1 0
Kolin Kostelec n.C.L. 1139 6 1
Hodonin Hovorany 1176 15 0
Kutna Hora Kutna Hora 1202 1 0
Kolin Kostelec n. C.L. 1226 2 0
Frydek - Mistek Stritéz 1232 1 1
Kolin Kostelec n. C.L. 1233 1 0
Prostéjov Ochoz 1249 8 5
Pelhfimov Horni Cerekev 1306 1 0
Celkem 780 119

Podrobnosti jsou v protokolech zaslanych na lokality, ptisluSnym inspektoratim SVS a

archivovanych v Dole.

Ve vSech vySetfovanych lokalitach zapojenych okrest byly vysledky vySetfeni bezprostiedné
vyuzity k dal§imu postupu. V pozitivnich ptipadech nasledovaly klinické prohlidky a
laboratorni ndlezy byly takto doplnény. Novym prvkem v metodice odhalovani ohnisek byly
bieznové klinické prohlidky vcelstev navazujici na pozitivni vysledky laboratornich rozbort.
V téchto ptipadech jsme vyuzili skuteénost, Ze zjistény titr P.L.1. by velmi vysoky a téméf

s jistotou vedl k pozitivnim véelstviim. Rozsah plodovych ploch je v ¢asném jarnim obdobi

velmi omezeny a tak se patologické zmény dobie hledaji.

V okresech Bieclav a Hodonin §lo o druhou vinu vySetieni jesté s ohalenim fady zastaralych
ohnisek a jejich naslednou likvidaci. V okresech dal$ich se jedna o pokra¢ovani kontrolni a
sanacni ¢innosti. Ma-li vynalozené usili splnit o¢ekavani, to jest likvidaci ohniskovych

seskupeni, je zddouci, aby tyto aktivity pokracovaly 1 v roce 2006 a nasledujicich letech.



K odhaleni ohnisek nakazy dochdzi postupné, podle uspésnosti spoluprace vsech
zucastnénych.

Nemame zadné znepokojujici zpravy o recidivach z oblasti, kde bylo v minulych letech
sanovano mnoho obci.

Velmi nadéjné pokracuje ¢isténi rozsahle zamoteného tizemi na okresech Hodonin a Bieclav.

Velka prace jesté ceka v Hradeckém a Olomouckém kraji.

3.2 Typizace kmenti

Bylo nalezeno 5 odlisnych genotyptl, které netvoii vyrazné geografické shluky. To svéd¢i o
tom, Ze se jedna o starou infek¢ni zatéz, nikoliv o Sifeni jedné viny. Genotypové varianty se
1isi i fenotypove a epizootologicky, zatim neni mnoho znalosti o frekvenci mutaci nebo o

smésnych infekcich. Frekvence kmenti se 1181 od nalezi v Némecku.

Tabulka 2 Analyzované kmeny puvodce moru Paenibacillus larvae ssp. larvae

vzorek Cislo geneticky typ lokalita
21 |1232-0/05 ab Karvina
23  |1249/05 ab Ochoz (Prostéjov)
10 |650/03 ab Havli¢kav Brod
12 (831/03 ab Brno
16 [108/05 oaB Hovorany
17 [134/05 oB Karvina
9 452/03 oB Frydek Mistek
7 308/03 AB Karvina
6 |984/02 AB Breclav
13 [1044/03 Ab Praha
14 |1061/04 Ab Hradec Kralové
20 [1106/05 Ab Zlin
22 |1232-1/05 Ab Karvina
11 |778/03 Ab Liberec
2 1012/01 AB Ostrava Poruba
1 248/00 AB Tachov
3 350/02 AB Prostéjov
8 405/03 AB Jindfichtv Hradec
15  |41/05 AB Klobouky
18 |590/05 AB DvUr Kralové
19 |647/05 AB Horni Bojanovice
4 665/02 AB Jindfichiv Hradec
5 965/02 AB Benesov

3.3 Terénni prace a instruktaze
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V prubéhu roku bylo podniknuto né€kolik cest do uzemi ochrannych pasem do okrest Kolin,
Chrudim, Bfeclav a Hodonin. Tyto cesty byly spojeny s odbérem vzorkt, praktickou
instruktazi mistnich spolupracovnikii, pfednaSkami pro chovatele a fotodokumentaci.
Pro instruktaz jsme vyuzili konzervované preparaty kompletnich vcelich plastt s typickymi

ptiznaky moru véeliho plodu.

Pti zkouSkéach novych prohlizitelli v€elstev - pomocniki veterindrni sluzby byla pfedvedena
prace s ¢elni lupou. Tyto lupy by velmi pomohly zkvalitnit praci prohliziteli, nejsou v§ak

levné.
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3.4 Spoluprace s laboratoremi

Nase laboratof pfipravila instruktaz pro laboratorni pracovniky ze Slovenska a pro pracovniky

vojenského veterinarniho ustavu v Hluéing.

Probiha piiprava kontrolniho kruhového testu pro dalsi laboratote statnich veterinarnich
ustavil. Pozadavek na tato vysetfeni stoupd a kapacita téchto laboratoii by se dala pti vhodné

harmonizaci vyuzit.

3.5 Zahrani¢ni spoluprace

Potésujici skutecnost je zdjem Slovenska, Polska a Rakouska o spolupréci pfi tltumeni moru.
Slovensti pracovnici byli u nds na n€kolikadenni stazi, stdz pro Poléky se chysta, rakousky

svaz profesionalnich véelaiti (OEIB) si oficialné objednal vysetteni nékolika sad vzorki méli.

Ziskané vysledky byly prezentovany na mezinarodnim féru formou referatu na metodické
poradé vcelarské sekce World organisation for animal health (OIE) a formou posteru na
kongresu Apimondia 2006 v Dublinu.”Obé¢ prezentace uvadime v ptiloze.

Za velice vyznamné mezinarodni uznani nasi prace povazujeme zafazeni metodiky vysetieni
moru veeliho plodu z méli do nejblizs§iho obnoveného vydani harmonizovanych
diagnostickych metod zminéné organizace OIE

(http://www.oie.int/eng/normes/mmanual/A 00121.htm).

Ptislusny oddil diagnostického manualu moru plodu (chapter 2.9.2) bude publikovan také

jako ¢lanek ve védeckém casopisu Apidologie.

4. Diskuse

Pracovnici prislusnych veterinarnich inspektoratti jsou podle nasich informaci spokojeni se
spolupraci pfi tlumeni moru a pozaduji dalsi pokracovani a rozsifeni kapacit monitoringu.

K udrzeni dosavadni dobré trovné zvladani moru v Ceské republice povazujeme za nutné
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zapojit do monitoringu maximalni mozné kapacity vSech laboratoii, které tuto problematiku
zvladnou. Pro pfisti rok by se méla kapacita urcité zvysit.

Také prevazna vétsina chovatell véel hodnoti vysledky vySetfeni méli jako velmi pfinosné a
chtéji ve spolupraci pokraCovat. Negativni pfistupy se ovSem vyskytuji také. Jedna se o
jedince, kteti zpochybiiuji ti€elnost postupu zejména s poukazy na nepodlozené predstavy o
tom, ze vcelstva jsou schopna se sama uzdravit a likvidace neni nutnd. Boj s t€mito nazory je
mozny jen trpélivym vysvétlovanim, o jak zasadni omyl jde.

V praxi se potvrzuje , a zde opakuji konstatovani z minulého roku, Ze laboratorni vysetfeni
méli v ochranném pasmu s ndslednymi diikladnymi prohlidkami vcelstev na stanovistich

s pozitivnim bakteriologickym nalezem je mnohem efektivnéjsi (i ekonomicky) nez drive

provadéné prohlidky v ochrannych pasmech. VSas odhalena ohniska moru vyrazné snizuji 1

naklady poskytované jako ndhrady podle § 67 odst. 3 veterinaniho zdkona

3. Komentar k ¢erpani finan¢nich prostiedki

Néklady na toto zadani jsou sledovéany v interni analytické evidenci a jsou Cerpany v souladu
se smlouvou do vyse 448 630 K¢ vcetné¢ DPH, v nésledujicim slozeni (nejsou zahrnuty zadné

investi¢ni naklady).

1. Laboratorni rozbory (780 vzorki) 333430 K¢
2. Prace (osobni ndklady mimo rozbort ad 1.) 51 600 K¢
3. Smluvni spoluprace v lokalitach 6 000 K¢

4. Cestovné ( 1049 km mimo cest sluzebniho

auta zahrnuté do rezii ad 6.) 5968 K¢
5. Materialové néklady (mimo rozbora ad 1.)

a externi rozbory PCR 28 592 K¢

6. Rezie (20 % z ¢astky mimo cenikovych rozbortil) 23 040 K¢

13



4. Zavérecné shrnuti

a) rozsah monitoringu

Akreditovanymi metodami bylo v roce 2005 vysetieno 780 vzorkt ze veelstev na pritomnost

puvodce moru véeliho plodu Paenibacillus larvae ssp. larvae .

b) dopliiovani a udrzovani sbirky bakteridlnich kment

23 sbirkovych kmenii ptivodce moru plodu Paenibacillus larvae ssp. larvae, je podrobovano

biochemické a molekularné-genetické typizaci.

¢) spoluprace
K tématu tohoto tkolu probiha ucelna spoluprace a poradenstvi pro Statni veterinarni spravu,

Cesky svaz vé&elai, zahraniéni subjekty (Rakousko, Polsko, Slovensko) pro organ statni

kontroly (SZPI) a pro akreditaéni institut (CIA).

Ptilohy:

Prezentace a publikace:

[1] Titéra, D. (2005) Prediction of American Foulbrood using bottom debris investigation.
Referat na zasedani OIE, Dublin
[2] Titéra, D. - Haklova, M.: (2005) Disinfection of beekeeping tools to kill spores of

Paenibacillus larvae ssp. larvae. Poster na Kongresu Apimondia, Dublin

[3] Titéra, D. - Haklova, M.: (2005) Likvidace spor ptivodce moru vceliho plodu
Paenibacillus larvae ssp. larvae Seminaf pro svecializované pracovniky SVS a CSV,
Nasavrky

[4] Chapter 2.9.2 of OIE Manual

[5] Titéra, D. - Haklova, M. - Lutzova, M: (2005) Natriumhypochlorit + Natriumhydroxid
gegen Faulbrutsporen (Paenibacillus larvae ssp. larvae). Referat na symposiu OEIB, Graz
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