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1. Uvod

Biocidy pfedstavuji zasadni prvek pfi zdolavani infekénich onemocnéni lidi i zvifat. Uginnost
biocidll vici jednotlivym typlm patogent je stanovovana za pomérné pfisnych podminek,
které jsou dany normami. Tyto normy vsak vyuzivaji konkrétni, presné definované testovaci
virové kmeny, které jsou vyuzivany jako modelové pro skupiny virll s uréitymi vlastnostmi
(pfedevsim obalené a neobalené viry). V pfipadé nutnosti otestovat virus, ktery neni bézné
v testech zrlznych ddvodld pouZivan (napf. v pfipadé nebezpecnych nebo obtizné
kultivovatelnych virovych patogeni) je nutné postup optimalizovat s ohledem na vlastnosti
daného virového kmene (napf. titr viru, odolnost vici zaschnuti, moZnost kvantifikace).
Metodicky postup byl vytvofen na zakladé znalosti, které byly ziskany v nasi laboratofi a
publikovany v odbornych ¢asopisech (Prodélalova et al. 2017; Dvorakova et al. 2008).

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem funkcniho vzorku je poskytnout technické reSeni testovani uUcinnosti dezinfekcnich
prostfedkl na virus AMP za specifickych podminek vysokého stupné biologického znecisténi,
které simuluje situaci v terénu. Technické reSené je navrieno s ohledem na maximalni
robustnost postupu tak, aby byl v konkrétnich fazich variabilni a umozZfoval uZivateli
navrhnout vhodné reseni ve vztahu k testovanému biocidu a podminkach, ve kterych se
planuje jeho pouzivani.

3. Vlastni popis funkéniho vzorku

a. popis a priprava testovaciho virového kmene

Jako testovaci virus je pouzit virus afrického moru prasat (AMPV) kmen Ba71V. Jedna se
o atenuovany laboratorni kmen genotypu I. Kmen lze ziskat z Evropské referencni
laboratote pro Africky mor prasat ve Spanélsku (Union Reference Laboratory for African
Swine Fever, CISA-INIA, Madrid, Spain); vzhledem k tomu, Ze je fazen mezi vysoce rizikové
biologické cinitele, musi byt nakladani s timto virem povoleno Statnim Gradem pro
jadernou bezpecnost (SUJB) za podminek stanovenych tGradem.

Ba71V je schopen se pomnozZovat na bunécné linii VERO a produkuje zde typicky
cytopaticky efekt (CPE). Pro pfipravu testovaciho viru o dostatecné koncentraci
(alespori10%° TCIDsg), kterd je nutna k provedeni testu, doporucujeme proto pouZit virové
inokulum naredéné aZz 1000x, cozZ sice prodlouzi dobu kultivace (cca 5 az 7 dnu), ale na
druhou stranu ma ziskana virova suspenze vyssi titr. V pripadé potreby je mozné virovou
suspenzi zakoncentrovat pomoci koncentratoru Pierce™ Protein Concentrator PES, 30
MWCO, 20-100 ml (Thermo Scientific).

Virovou suspenzi je nutné uchovavat pfi -80 °C v alikvotech urcenych pro provedeni
jednoho testu, nebot ji nelze opakované rozmrazovat.



b. priprava bunécné linie

Pro pomnozeni a titraci kmene Ba71V se vyuZiva bunécna linie VERO pochazejici z opicich
ledvin (Cercopithecus aethiops) z provéreného zdroje (napf. ATCC nebo jiné sbirky).
V pfipadé pouziti VERO bunécné linie z vlastniho zdroje je nanejvys vhodné ovérit jeji
autenticitu a kontaminaci mykoplazmami. Pfi praci s bunéénou linii je vidy potreba
postupovat dle pokynU dodavatele. Pro potfeby stanoveni koncentrace infekéniho viru je
na jeden test potfeba jedna 96 jamkova mikrotitracni deska pro kultivaci bunék s rovnym
dnem s narostlym 24 hodinovym monolayerem VERO bunék.

c. provedeni testu

e Smichat 900 pl virové suspenze a 100 pl interferujici latky, ktera simuluje
biologické znecisténi. Jako interferujici latky se pouziva fetdIni bovinni sérum (FBS)
a defibrinovana berani krev. Pro nizsi stupen znecisténi se k virové suspenzi pfida
FBS ve finalni koncentraci 2 % a pro vyssi stupen znecisténi FBS nebo defibrinovana
berani krev ve finalni koncentraci 10 %.

e 30 pl pripravené smési se kapne na dno sterilni polystyrenové Petriho misky
urcené pro praci s tkanovymi kulturami a necha se zaschnout pfi pokojové teploté
v biohazard boxu.

e Nasledné se zaschly virus pokryje 27 ul roztoku testovaného dezinfekcniho
prostifedku a inkubuje se poZadovanou dobu pfi poZadované teploteé.

e Soucasné se inkubuje kontrolni experiment, kdy se zaschly virus pokryje
destilovanou vodou namisto dezinfekéniho prostredku.

e Po uplynuté doby expozice se prida 243 pl ledové vychlazeného kultivacniho
média urceného pro praci s VERO burikami a virus se pecélivé resuspenduje
seSkrabanim (ziska se tak fedéni viru 10?).

e \Virovd suspenze se naredi desitkovou fadou opét vledové vychlazeném
kultivaénim médiu do fedéni 108,

e Kazdé redéni se vidy po Ctyfech jamkach kultivuje na mikrotitracni desce.

e Kazdy test, i kontrolni, se provadi v biologickém duplikatu.

o \Vysledek se odecita mikroskopicky p 5 az 7 dnech.

o

vyhodnoceni testu

Infekéni virovy titr (Ig TCIDsg) se pocitd s vyuZitim metody podle Spearman-Karbera
(Finney, 1964). Hodnota virucidni aktivity je vyjadifena jako rozdil mezi infekénim titrem
virové kontroly a titrem viru po oSetfeni dezinfekénim prostfedkem (tj. Ig TCIDso
kontrolniho experimentu s vodou minus Ig TCIDso testu s dezinfekénim prostifedkem).

Za ucinny se povazuje ten dezinfek¢ni prostredek, ktery snizi infekeni titr viru o alespon
99,99 %, t.j. o Ctyfri logaritmické rady.
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Srovnani novosti postupli

Technické feseni predstavuje modifikaci normovanych postupl tak, aby bylo mozné
testovat uc¢innost dezinfekcnich prostfedkt na virus afrického moru prasat za specifickych
podminek vysokého biologického znecisténi, které se da ocekavat vchovech i pfi
aktivitach souvisejicich s myslivosti.

Popis uplatnéni funkéniho vzorku

Funkcni vzorek nalezne uplatnéni ve virologickych laboratofich, které testuji virucidni
aktivitu chemickych dezinfekénich prostiedkd nebo pfi vyvoji novych typu ucinnych latek
biocidl, a to v pfipadé, kdy jsou testované pfripravky uréeny pro veterinarni oblast,
zemédélstvi a lesnictvi.

Ekonomické aspekty

Ekonomické aspekty funkéniho vzorku nelze v danou chvili hodnotit. Jednd se o
nadstavbovou metodu, se znacnou financni, materialovou, metodickou i c¢asovou
narocnosti, ktera ovsem, pokud bude spravné pouzita, predstavuje znacny pfinos pfi
reseni vyskytu AMP u divocaku.

Dedikace
Funkéni vzorek byl vytvoren v ramci projektu Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum,

¢islo projektu QK1920187, nazev projektu Africky mor prasat v Ceské republice: studium
molekularni epizootologie a biologickych vlastnosti tuzemskych izolatl viru.
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