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1. Uvod

Africky mor prasat (AMP) je virové onemocnéni prasete domaciho a prasete divokého (Sus
scrofa) vyznacujici se mimoradné vysokou letalitou u nakaZenych jedincll. Prestoze
onemocnéni postihuje jen velmi Uzky okruh hostitelll a neni pfenosné na clovéka, pro
chovatele prasat predstavuje obavanou hrozbu se zdvainymi ekonomickymi dopady
(Blome et al. 2020).

Ceska republika je od 12.3.2019 opét uznana jako zemé& AMP prostd, nicméné vzhledem
k vyskytu infekce na Slovensku, v Polsku a Madarsku a nejnovéji od zafi letoSniho roku také
v Némecku je moZnost opétovného vyskytu AMP na nasem Uzemi stale aktudlni a
problematice je vénovana stala pozornost. Nadale pokracuje i monitoring u divokych

prasat a v indikovanych pripadech i v chovech.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem je nabidnout efektivni metodu pro pruikaz infekéniho viru v padé. Technicky postup
je urcen pro pripad nalezu uhynulého zvifete, kdy se da predpokladat, Zze mohlo dojit ke
kontaktu s dalSimi jedinci. DalSi potencidlni vyuZiti se nabizi pro ovéfeni uUspésné
provedené dekontaminace mista nalezu uhynulého jedince. Postup je také pouzitelny pro
nejrizné;jsi experimentalni ¢innost, To by mohlo byt velmi pfinosné v pfipadé opétovného
vyskytu AMP na naSem uUzemi, kdy by bylo mozné ovéfit prezivani viru pfimo v nasich
terénnich podminkach. V pfipadé cilené uméle kontaminované pldy je postup vyuZzitelny
k modelovani prezivani viru AMP za rdznych podminek.

Metodika je zaloZzena na pozorovani tzv. rozet ve svételném mikroskopu, které vznikaji na
zakladé hemadsorpce (HAD), tj. navazani prasecich erytrocytd na praseci alveolarni
makrofagy (PAM), které byly infikovany virem afrického moru prasat. Izolace viru na
primarnich burikdch a jeho detekce pomoci HAD je metoda doporuéend Evropskou
referencni laboratofi pro africky mor prasat (EURL-ASF) pro konfirmaci pozitivnich
vysledkl ziskanych metodami PCR nebo testy zaloZzenymi na principu imunofluorescence

(https://asf-referencelab.info/asf/en/procedures-diagnosis/sops).



https://asf-referencelab.info/asf/en/procedures-diagnosis/sops

3. Vlastni popis funkéniho vzorku

a. priprava primarnich bunék k provedeni testu

PAM jsou pfipraveny bronchoalveolarni lavazi plic prasete. Podrobny postup je
popsan napf. v publikaci Kavanova et al. (2015). Z utraceného prasete ve véku 6 —
8 tydnll se odeberou plice, které se ihned vyplachnou sterilnim pufrovanym
fyziologickym roztokem (DPBS). Ziskané bunky se trikrat proplachnou DPBS a
opatrné rozmichaji v kultivatnim médiu RPMI 1640. Koncentrace bunék se upravi
na 2x10’ bunék na objem 1,5 ml kryoprotektivhiho média (75 % RPMI 1640, 20 %
fetdIniho teleciho séra (FBS) a 5 % dimethylsulfoxidu). Alikvoty bunék se uchovavaji

v kapalném dusiku do doby pouziti.

b. zpracovani vzorku

Vzorek substratu je nutné zpracovat do 24 hodin od odbéru a uchovavat v chladu.
Do 15 ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem navazit 1 g substratu. V ptipadé, ze
je substrat pfiliS objemny, lze objem snizit az na 0,5 g. Pfidat 10 ml kultivacniho
média DMEM (suplementované 2 % FBS a antibioticko-antimykotickou smeési
o koncentraci dle doporuceni vyrobce) a tfepat na vodorovné tiepacce 20 minut
pfi pokojové teploté. Otacky nastavit dle konkrétniho modelu trepacky tak, aby
dochazelo ke stfedné intenzivnimu promichavani obsahu. Poté suspenzi odstredit
na centrifuze (5000 g/20 minut/ +6 °C) a supernatant zfiltrovat pfes 0,45 um sterilni
filtr (je vhodné zvolit material filtru tak, aby se minimalizovala vazba proteint).
V pripadé, ze se filtr ucpava, je nutné jich pouzit postupné nékolik. Filtrat se
zakoncentruje s vyuzitim ultrafiltracni kolony (Pierce Protein Concentrator PES,
30K MWCO, 5-20 ml) na objem v rozmezi 200 — 500 pl pfi 5000 g/+6 °C. To obvykle

trva 45 minut. Ziskany koncentrat se vyuZije k provedeni hemadsorpcniho testu.



c. provedeni hemadsopcéniho testu

Na 384-jamkovou kultivaéni desku (SPL) se nasadi PAM v koncentraci 3x10* na
jamku (kultivacni médium DMEM pro makrofagy - suplementované antibioticko-
antimykotickou smési dle doporuceni vyrobce a 10 % FBS). Kultivuje se pres noc pfi
37 °C a 5 % CO2. Koncentrat ziskany ultrafiltraci v pfedchozim kroku se naredi
desitkovou fadou do fedéni 10 v kultivaénim médiu. Nésledné se 25 ul kazdého
fedéni prida do péti jamek desticky. Po 20 minutach se pfida 25 pl 0,1 % prasecich
erytrocytll (fedéno v DMEM pro makrofagy) izolovanych z heparinizované krve

pomoci Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich).

d. odecteni vysledku

Pfitomnost viru se odecita ve svételném invertovaném mikroskopu po sedmi
dnech inkubace v37 °C a vatmosféfe 5 % CO;. Pfitomnost viru se projevuje
hemadsorpci erytrocytli na infikované makrofagy ve formé tzv. rozet (Obrazek 1).

Virovy titr se stanovuje metodou podle Reeda a Muencha (Reed and Muench,

1938).

Obrazek 1: Rozety (oznacené Sipkou) pozorované ve svételném mikroskopu.

Zvétseni 100x
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5. Srovnani novosti postupi

Diagnostické metody vyuZivané pfi prikazu viru AMP jsou obvykle zaloZzeny na prlkazu
virové nukleové kyseliny v biologickém materidlu, jako jsou napfiklad svalovina, kostni
dren, krev (metody na bazi PCR) nebo protilatek v krevnim séru (ELISA); pfipadné mohou
byt vyuZivani rychlé tzv. ,pen-side” testy uréené pro diagnostiku vterénu. VSechny
uvedené postupy potvrzuji pritomnost patogena ve vySetfovaném vzorku, nejsou vsak
vyuZzitelné pfi priakazu infekénosti viru, respektive pritomnosti infekéniho patogena.
Postup popsany v tomto funkénim vzorku umoznuje detekci infekéniho viru AMP v padé

nebo obdobném typu organického substratu.

6. Popis uplatnéni funkcniho vzorku
Funkéni vzorek nalezne uplatnéni pfi vyskytu viru AMP u divokych prasat v pfipadé
nutnosti potvrzeni infekénosti viru, napriklad z divodu rozhodovani o pouzitém postupu

sanace prostredi.

7. Ekonomické aspekty

Ekonomické aspekty funkéniho vzorku nelze v danou chvili hodnotit. Jedna se o
nadstavbovou metodu, se znacnou financni, materidlovou, metodickou i ¢asovou
narocnosti, ktera ovsem, pokud bude spravné pouzita, predstavuje znacny pfinos pfi

reseni vyskytu AMP u divocaka.
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