Statni

veterinarni
\/ sprava

Diagnosticka ptirucka afrického moru prasat

Obsahem této ptrirucky jsou pozadavky rozhodnuti Komise
2003/422/ES ze dne z 26. kvétna 2003, kterym se schvaluje ptirucka pro diagnostiku
afrického moru prasat (sdéleno pod &islem dokumentu C(2003) 1696), (Ufedni véstnik
Evropské unie €. L 143, 11. 6. 2003, s. 35)

ClL 1
1. Organy Statni veterinarni spravy zajisti, aby potvrzeni afrického moru prasat bylo

provadéno v souladu s postupy, metodami odbéru vzorka a kritérii pro hodnoceni vysledki
laboratornich vySetfeni stanovenymi v pfirucce a zalozenymi na:

a) zjistovani klinickych pfiznakl a nalezli postmortalnich zmén, z nichz lze usoudit na
pfitomnost nakazy,

b) zjistovani pfitomnosti viru, antigenu nebo virového genomu ve vzorcich tkani,
organt, krve nebo exkrementti prasat,

c) prokazani specifické protilatkové odpovedi ze vzorkt krve.

2. Narodni referenéni laboratof pro africky mor prasat v SVU Jihlava smi, odchyIng od odstavce
2, pouzivat modifikace laboratornich vysetfovacich metod uvedenych v priru¢ce nebo odlisné
vySetfovaci metody za predpokladu, ze je prokazatelna stejna citlivost a specifi¢nost téchto
metod.

Pokud jsou pouzivany modifikované nebo odlisné vySetfovaci metody, musi byt jejich citlivost
a specificnost posuzovana v ramci periodickych srovnavacich zkousek, které porada
Referencni laboratot Spolecenstvi pro africky mor prasat - Centro de Investigacion en Sanidad
Animal, 28130 Valdeolmos, Madrid, Spain.
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PRIRUCKA PRO DIAGNOSTIKU AFRICKEHO MORU PRASAT

KAPITOLA 1

Uvod, cile a definice

Aby se zajistily jednotné postupy pii diagnostice afrického moru prasat (dale ,,AMP®), tato
prirucka:

a)

b)

c)

uvadi pokyny a zakladni pozadavky na laboratorni metody, metody odbéru vzorkii a kritéria
pro posuzovani vysledki klinickych a postmortalnich vySetfeni a laboratornich vySetfeni pro
Gi¢innou diagnostiku AMP®,

stanovi minimalni pozadavky na bezpecnost prace s biologickym materidlem a standardy
jakosti, které maji byt zachovavany v laboratotich zabyvajicich se diagnostikou AMP a pfi
prepraveé vzorkd,

zavadi laboratorni vysetfeni, jichz ma byt pouzito k diagnostice AMP a laboratorni metody
genetické typizace izolatt viru AMP.

Tato ptirucka je uréena hlavné krajskym veterindrnim spravam zodpovédnym za tlumeni AMP.
Proto je kladen diiraz na principy a pouzivani laboratornich vysetfovacich metod a posuzovani
jejich vysledk, nikoliv na technické podrobnosti laboratornich metod.

Kromé¢ definic uvedenych v § 2 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb., o opatienich pro predchazeni a
zdolavani afrického moru prasat (dale jen ,,vyhlasky ¢. 202/2004 Sb.,”) plati pro ucely této
ptirucky nasledujici definice:

a)

b)

»podezielé hospodarstvi znamena hospodafstvi s chovem prasat, v némz je jedno nebo vice
prasat podezielych z ndkazy virem AMP, nebo kontaktni hospodaistvi ve smyslu pojmu
uvedeného v § 2 pism. k) vyhlasky ¢. 202/2004 Sb.,

»epizootologicka jednotka® nebo jen ,jednotka” znamena budovu, misto nebo pozemek,
kde je v rdmci hospodarstvi chovana skupina prasat takovym zplsobem, Ze prasata jsou v
Castém vzajemném piimém nebo nepiimém kontaktu, ale zaroven jsou od ostatnich prasat
téhoz hospodaistvi odd¢lena,

c) ,prasata v kontaktu* znamena prasata chovana v jednom hospodaistvi, ktera byla v pfimém

1.

kontaktu s jednim nebo vice prasaty podezielymi z nakazy virem AMP nejméné po dobu
predchozich 21 dni.

KAPITOLA 1II
Popis AMP se zietelem k diferencialni diagnostice

A. UVOD

AMP je vyvolavan obalenym DNA-virem, jenz nalezi do rodu Asfivirus ¢eledi Asfarviridae.
Kmeny viru AMP se lisi virulenci, ackoliv nemohou byt rozliSeny rizné sérotypy.

(*) Pi rozhodovani o poétu vzorkd, které maji byt odebrany k laboratornimu vy3etieni, ma byt brana do uvahy
také citlivost vySetfovacich metod, které jsou pouzivany. Pokud neni citlivost vysetifovaci metody pfili§ vysoka,
vzorky se odeberou od vétsiho poctu zvitat.
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Virus AMP je ve vlhkych vymétech infikovanych prasat, kadaverech prasat, Cerstvém
vepfovém mase a nékterych vyrobcich z vepfového masa velmi stabilni. K zajisténi jeho
inaktivace v prostiedi musi byt pouzito u¢innych dezinfek¢nich prostredk.

Hlavni pfirozena cesta infekce prasat v Evropé je oronasalni; k nakazeni dochazi pfimym
nebo nepfimym stykem s infikovanymi prasaty nebo pozfenim krmiva, které je
kontaminovano virem. Av3ak v lokalitich, v nichz se vyskytuji —vektofi®”, hraje velmi
vyznamnou ulohu v pfezivani a §ifeni viru cesta pfenosu t€émito vektory. AMP se muze Sifit
také nepfimym kontaktem s kontaminovanym materidlem a bodnutim hmyzem, ktery
mechanicky pfenasi virus AMP. K pfenosu ndkazy dochazi rovnéz semenem infikovanych
kancd.

Inkubacni doba byva u jednotlivych zvifat mezi péti az 15 dny, avSak v terénnich podminkach
mohou byt klinické ptiznaky v chovu zjevné az za n€kolik tydni po vniknuti viru nebo, pokud
jde o malo virulentni kmeny viru, dokonce jesté po delsi dobé.

Vyskytuje se akutni, subakutni a chronicka forma AMP; rozdil zavisi hlavné na virulenci viru.

U prasat, ktera se po infikovani klinicky uzdravila, pfetrvavd 40 az 60 dni virémie a tato
prasata se stavaji nosici viru. Virus AMP byl izolovan z prasat-nosicl viru dokonce i za Sest
mesicti po prekonané nakaze.

B. AKUTNI FORMA

1.

Prvnim klinickym pfiznakem onemocnéni byva obvykle nastup vysoké horecky (nad 40 °C),
ktery je doprovazen depresi, nechutenstvim, zrychlenym a obtiznym dychanim a vytokem
z nosu a oci. Prasata provadé¢ji nekoordinované pohyby a shlukuji se. Prasnice mohou zmetat
ve vSech stadiich biezosti. Nektera prasata mohou zvracet a mit zacpu, kdezto u jinych se
muze vyskytnout krvavy prijem. ZvIasté na koncetindch a uSich se mohou vyskytovat
prekrvené nebo krvacivé okrsky podkozi. Pred uhynem, k némuz dochézi za jeden az sedm
dni po objeveni se klinickych pfiznakii, mize nastat kobma. Morbidita a mortalita v chovu
muze dosdhnout 100 %.

Postmortalni zmény jsou tvofeny typickym hemoragickym syndromem s celkovym
prekrvenim kadaveru, krvavé zbarvenou tekutinou v hrudni a bfisni dutiné, zvétSenou tmavou
slezinou, piekrvenymi miznimi uzlinami, které pfipominaji krevni sraZeniny (zvlasté mizni
uzliny rendlni a gastrohepatické), petechialnimi krvaceninami v ledvinach (v korovych a
dfenovych pyramidach a panvicce ledvinné), na abdomindlnich serézach, na sliznici
zaludecni a stfevni a v srdci (na epikardu a endokardu), a také hydrothoraxem a petechialnimi
krvaceninami na pleute.

Celkové vede ke klinickému a patologickému obrazu velmi podobnému obrazu afrického
moru prasat i akutni forma klasického moru prasat. Pokud jsou krvaceniny na ktzi a usich
pfitomny, daji se snadno zjistit a vedou k podezieni na akutni klasicky nebo africky mor
prasat. Podobné zmény zpusobuje i nékolik dalsich nemoci.

Akutni africky mor prasat musi byt bran do uvahy v pfipadech podezieni na Cervenku,
na reprodukéni a respiraéniho syndrom prasat, na otravu kumarinem, na nemoc purpura
haemorrhagica, na poodstavovy syndrom vSeobecného chfadnuti, na dermatitidni a
nefropaticky syndrom prasat, a na infekci bakteriemi rodi Salmonella a Pasteurella, nebo pfi
stievnich a respira¢nich syndromech, které jsou provazeny horeckou a na néz nezabira 1éCba
antibiotiky.

(*) Jak jsou definovani v § 2 pism. q) vyhlasky &. 202/2004 Sb., (dosud nebyla publikovana ve sbirce zakoni)
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C. SUBAKUTNIFORMY

V endemickych oblastech jsou obvyklejsi subakutni formy vyskytu ndkazy. Subakutni
infekce je charakterizovana intermitujici hore¢kou, depresi a pneumonii. Smrt miize nastat
v disledku selhani srdce. Zmény pii subakutni formé se podobaji zménam v akutni forme,
ale jsou slabsi. Charakteristickymi zménami jsou krvaceniny v miznich uzlinach, ledvinach a
slezing, prekrveni plic a edém a v nékterych piipadech intersticialni pneumonie.

D. CHRONICKE FORMY

Chronické formy onemocnéni jsou vzacné. U chronickych forem mutze byt pozorovana
sekundarni bakterialni infekce. Ponévadz jsou klinické ptiznaky chronického AMP ponékud
nespecifické, musi byt pii diferencialni diagnostice brano do uvahy mnoho jinych nemoci.
Zvysena télesna teplota neni nezbytné pfitomna u kazdého zvifete, ale v postizeném chovu
muze byt horecka zjisténa alespon u nékterych zvitat.

Klinické priznaky chronického AMP mohou pfedstavovat respiraéni problémy, zmetani,
chronické viedy kiize nebo nekrozy, které nepiipominaji typicky klinicky obraz infekce virem
AMP. Zmény mohou byt minimalni nebo k nim nemusi dojit viibec. Histopatologické nalezy
jsou charakterizovany zvétSenymi miznimi uzlinami a slezinou, pleuritidou a fibrin6zni
perikarditidou a pneumonii s infiltratem. Byla popsana také kasedzni nekrdza a mineralizace
plic.

KAPITOLA III
Hlavni kritéria pro povazovani hospodarstvi za podezielé z vyskytu afrického moru prasat

1. Rozhodnuti k tomu, aby bylo hospodafstvi povazovano za podezielé, bude pfijato na zakladé
té€chto nalezu, kritérii a divodu:
a) klinické a pitevni nalezy u prasat. Hlavni klinické a pitevni nalezy, jez je nutno brat do tivahy,
jsou tyto:

- horecka s morbiditou a mortalitou u prasat v§ech vékovych skupin,

- horecka s hemoragickym syndromem, petechialni a ekchymoézni krvaceniny,
zvlasté v miznich uzlindch, ledvinach, ve sleziné (kterd je zejména pii akutnich formach
zvétsend a tmava) a mocovém méchyfi a ulcerace zZluCového méchyte,

b) nakazové divody. Zavazné nakazové divody jsou tyto:

- prasata prisla do pfimého nebo nepiimého kontaktu s chovem prasat, v némz byla
prokazana infekce virem AMP,

- hospodaistvi dodalo prasata, u nichz byla dodateéné prokazana infekce virem
AMP

- prasnice byly uméle inseminovany spermatem pochazejicim z podezielého zdroje,

b

- doslo k pfimému nebo nepifimému kontaktu chovanych prasat s populaci divokych
prasat, v nizZ se vyskytl AMP,

- byla prasata krmena kuchyiiskymi odpady a je podezieni, Ze tyto odpady nebyly
upraveny tak, aby byl inaktivovan virus AMP,

- mohlo dojit k vystaveni prasat riziku infekce, napf. prostfednictvim osob, jez

vnikly do hospodafstvi, prostfednictvim dopravnich prostfedki atd., které pochazely z
hospodafstvi podezielych z nakazy nebo infikovanych virem AMP,

- v oblasti, v niZ se nachazi hospodarstvi, se vyskytuji vektofi.



2. Vkazdém piipadé¢ musi byt hospodaistvi povazovano za podezielé, jestlize na zékladé
klinickych a patoanatomickych nalezii vzniklo podezieni na klasicky mor prasat, ale klinicka,
epizootologicka a laboratorni vySetfeni v provéfovaném hospodarstvi nevedla k potvrzeni této
nakazy nebo ke zji§téni jinych zdroji nakazy nebo piivodct.

KAPITOLA 1V
Postupy kontroly a odbéru vzorkt

A. NAVODY A POSTUPY PRO KLINICKE VYSETROVANI A ODBER VZORKU
U PRASAT V PODEZRELYCH CHOVECH

1. Organy veterinarni spravy zajisti, aby potfebna klinicka vysetieni, odbéry vzork a laboratorni
vySetieni, jeZz jsou provadéna v podezielych hospodarstvich pro potvrzeni nebo vylouceni
AMP, byla v souladu s pokyny a postupy uvedenymi v odst. 2 az 6.

Bez ohledu na pfijeti opatfeni uvedenych v § 4 odst. 2 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb., v
proveéfovaném hospodatstvi, mohou byt tyto navody a metodiky pouzity také v téch ptipadech
onemocnéni, kdy bude AMP bran do uvahy pii diferencidlni diagnostice. To bude v
pripadech, kdy klinické pfiznaky a epizootologicky vzorec nakazy zjistény u prasat budou
svedcit pro velmi malou pravdépodobnost vyskytu AMP.

Ve vsech ostatnich ptipadech, kdy je jedno ¢i vice prasat podezielych z infikovani virem
AMP, jsou v podezielych hospodaistvich ve stadiu provétovani pfijimana opatieni uvedena
v § 4 odst. 2 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb.

V piipadé podezieni na AMP u prasat na porazce nebo v dopravnich prostiedcich bude s

nutnymi zmeénami v podrobnostech rovnéz pouzito ndvodd a metodik uvedenych v odst. 2 az
6.

2. Jestlize podezielé hospodatstvi navstivi ufedni veterinarni 1ékat, aby potvrdil nebo vyloucil
AMP:
— musi byt provedena kontrola udaji o produkci a zdravotni dokumentaci hospodafstvi,
jsou-li tyto zaznamy k dispozici; musi byt provedena prohlidka kazdé jednotky (staje,
stada) hospodafstvi, aby byla vybrana prasata, jez maji byt klinicky vysetfena.

Klinické vySetfeni musi zahrnovat zméfeni télesné teploty a musi byt provedeno hlavné
u téchto prasat nebo v téchto skupinach prasat:

- nemocna nebo nechutenstvim trpici prasata,

- prasata pravé zafazena do hospodafstvi, pochazejici z potvrzenych ohnisek nebo
z jinych podezielych zdroji,

- prasata chovand v jednotkach, které nedavno navstivily cizi osoby, které byly v
tésném styku s prasaty podezfelymi nebo infikovanymi AMP nebo u nichZz byl zjistén
jiny zvlaste rizikovy kontakt s potencialnim zdrojem viru AMP,

- prasata, od nichz jiz byly odebrany a na AMP sérologicky vySetfeny vzorky, a to
v ptipade¢, Ze vysledky téchto vySetfeni neumozni vyloucit AMP, a prasata v kontaktu,

- prasata pravé z nemoci uzdravena.

Jestlize se ptfi prohlidce podezielého hospodarstvi nezjisti pfitomnost prasat nebo skupin
prasat, o nichz se pojednava ve vyse uvedenych pododstavcich, krajska veterinarni sprava,
bez ohledu na jind opatfeni, jez byla zavedena v provéfovaném hospodarstvi v souladu
vyhlaskou ¢. 202/2004 Sb., a se zietelem k nakazové situaci:

- provede v provétovaném hospodarstvi dalsi vySetieni podle odst. 3, nebo

- zajisti v provéfovaném hospodarstvi odbér vzorkt krve od prasat k laboratornimu
vySetieni. (V tom pifipad¢ bude odbér vzorkli provadén podle ndvodl pro odbéry vzork,
jez jsou uvedeny v odst. 5 a v ¢asti F odst. 2), nebo



3.

- pfijme opatfeni uvedena v § 4 odst. 2 vyhlasky ¢.202/2004 Sb., nebo jejich
uplatnéni  prodlouzi, a to vobou piipadech az do dalSich vySetieni
v provétovaném podezielém hospodaistvi, nebo

- vylouéi podezteni z AMP.

Jestlize se odkazuje na tento odstavec, musi byt v provéfovaném hospodarstvi provedena
klinickd vySetieni ndhodné vybranych prasat v jednotkach, v nichz bylo prokazano riziko
zavleCeni viru AMP nebo v nichzZ je na toto riziko podezreni.

Minimalni pocet prasat, jeZ maji byt vySetfena, musi stacit pro zjisténi horecky, pokud se
vyskytuje, a to v 10% prevalenci, s 95% spolehlivosti.

Jestlize jsou v podezielém hospodaistvi nalezena uhynulda nebo hynouci prasata, musi byt

pitvana, a to nejmén¢ 5 té€chto prasat, a zejména prasata:

- ktera pred thynem jevila nebo jevi velmi vyrazné ptiznaky nakazy,

- s vysokou horeckou,

- praveé uhynula.

Jestlize pfi téchto pitvach nebyly nalezeny patomorfologické zmény svédcici pro AMP,

ale nakazova situace to vyzaduje, jsou povaZzovana za nezbytna dalsi vySetfeni:

— v jednotce, v niz byla mrtva nebo hynouci prasata, musi byt provedeno klinické
vySetieni uvedené v odst. 3 a odbér vzorki krve uvedeny v odst. 5, a

- mohou byt pitvana tfi az Ctyfi prasata v kontaktu, zejména kdyZz tato prasata jevi
klinické ptiznaky.

Bez ohledu na pfitomnost ¢i nepiitomnost postmortalnich zmén svédCicich pro AMP musi

byt pro virologické vySetieni ziskany vzorky organti nebo tkani pitvanych prasat v souladu

s kapitolou V cast B odst. 1. Tyto vzorky musi byt ziskany pfedev§im od pravé uhynulych

zvitat.

Pokud je provadéno postmortalni vySetfeni, krajska veterinarni sprava musi zajistit, aby:

— byla zachovéana nezbytna bdélost a zavedena hygienickd opatieni pro zabranéni
Sifeni nakazy, a

- jde-li o hynouci prasata, aby byla utracena humannim zplisobem v souladu se

zakonem €. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjSich zmén a
doplikd.

Pokud jsou v provérovaném hospodarstvi zjistény dalsi klinické piiznaky nebo pitevni nalezy
svédcici pro AMP, ale krajskd veterinarni sprava se domniva, Ze tyto nalezy nestacik
potvrzeni ohniska AMP, a proto jsou nutna laboratorni vySetfeni, musi byt odebrany vzorky
krve od podezielych prasat a od ostatnich prasat z kazdé jednotky, v niz byla chovana
podezield prasata, v souladu s nize uvedenymi postupy:

a) v provérovanych jednotkach musi minimalni poc¢et vzorkd, jez maji byt odebrany
k sérologickému vysSetfeni, stait ke zjisSténi 10% séroprevalence, s 95%
spolehlivosti;

b) pocet vzorki, jez maji byt odebrany k virologickému vysetfeni, ma byt v souladu

s pokyny krajské veterinarni spravy, kterd zvazi rozsah vysetfeni, jez mohou byt
provedena, citlivost laboratornich vySetfovacich metod, jichz ma byt pouzito, a
nakazovou situaci.

Pokud vySetfenim provedenym v provéfovaném hospodatstvi nebyly zjistény klinické
pfiznaky nebo nalezeny patomorfologické zmény svédCici pro AMP, avSak krajska
veterinarni sprava povazuje dal$i laboratorni vySetieni za nezbytnd pro vylouceni AMP,
bude pro kontrolu proveden odbér vzorkt podle navodu uvedeného v odst. 5.



ODBERY VZORKU V HOSPODARSTVICH, POKUD JSOU UTRACENA PRASATA PO

POTVRZENI VYSKYTU NAKAZY

Pokud jsou v hospodaistvi poté, co byl potvrzen vyskyt nakazy podle § 5 odst. 1 pism. a)
vyhlasky ¢. 202/2004 Sb., utracena prasata proto, aby se zjistilo, jakym zplisobem pronikl
virus AMP do infikovaného hospodéaistvi a jak dlouhd doba od proniknuti viru uplynula,
musi byt od téchto prasat v t¢ dob¢, kdy jsou utrdcena, namatkoveé odebirany vzorky krve
na sérologické vySetieni.

Minimalni mnozstvi prasat, od nichZ maji byt odebrany vzorky, musi stacit ke zjisténi 10%
séroprevalence, s 95% spolehlivosti u prasat z kazdé jednotky hospodatstvi ©.

Vzorky k virologickému vySetfeni mohou byt odebrany také v souladu s pokyny krajské
veterinarni spravy, kterd zvazi rozsah vySetfeni, ktera lze provést, citlivost laboratornich
metod, jeZ budou pouzity a nakazovou situaci.

V oblastech, v nichz byla pfedtim zjisténa pfitomnost vektort infikovanych virem AMP,
musi byt odebran reprezentativni vzorek meékkych klistat k virologickému vySetieni v
souladu s pokyny krajské veterinarni spravy a ptilohy ¢. 3 vyhlasky ¢. 202 /2004 Sb.

Avsak v piipadé sekundarnich ohnisek miize krajska veterinarni sprava rozhodnout o odchylce
od odst. 1 a 2 a pozadovat odebirani vzorkil jen pro tento pifipad. Pfitom bere do Gvahy jiz
znamou epizootologickou informaci o zdroji viru, zptisobu jeho vniknuti do hospodafistvi a
moznostech §ifeni nakazy z hospodarstvi.

ODBERY VZORKU PO UTRACENI PRASAT V RAMCI PREVENTIVNIHO OPATRENI

V PODEZRELEM HOSPODARSTVI

Pokud jsou v podezielém hospodafistvi v ramci preventivniho opatfeni podle ustanoveni § 4
odst. 3 pism. a) nebo § 7 odst. 2 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb., utracena prasata proto, aby se
potvrdila nebo vyloucila piitomnost AMP a aby se ziskala dal$i epizootologicka informace,
musi byt vzorky krve pro sérologické vysetfeni a rovnéz tak i jako vzorky krve pro
virologické vysetieni odebirany podle postupti stanovenych v odst. 2.

Vzorky musi byt odebirany predev§im:

—  od prasat s klinickymi pfiznaky nebo postmortalnimi zménami svéd¢icimi pro AMP
a od prasat, ktera byla s t€mito prasaty v kontaktu;

- od jinych prasat, jez mohla byt v rizikovém kontaktu s infikovanymi nebo
podezielymi prasaty nebo ktera jsou podeziela z nakazeni virem AMP. Od téchto prasat
musi byt odebrany vzorky v souladu s pokyny krajské veterinarni spravy, kterd zvazi
nakazovou situaci.

Déle musi byt namatkové odebrany vzorky od prasat pochazejicich z kazdé jednotky

hospodafstvi”. V tom piipadé musi minimalni mnoZstvi vzorkd, jeZ maji byt odebrany k

sérologickému vySetfeni v provéfované jednotce, staCit ke zjisténi 10% séroprevalence, s

95% spolehlivosti.

Druh vzorkt, jez maji byt odebrany na virologicka vySetieni, a vySetfovaci metoda, jiz ma

byt pouzito, musi byt v souladu s pokyny krajské veterinarni spravy, jenz zvazi rozsah

vySetfeni, jeZ mohou byt provedena, citlivost téchto vySetieni a nakazovou situaci.

B.
1.
2.
3.
C.
L.
2.
)

Avsak jestlize byla uplatnéna odchylka stanovena v § 6 odst. 1 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb., musi byt odbér

vzorkl provadén v jednotkach hospodaftstvi, kde byla zvifata utracena (bez ohledu na dalsi vysetfovani a odbéry vzorka,
ty jsou provadény, v souladu s pokyny piislusnych ufadu, u ostatnich zvitat v chovu).

)

Pokud vsak krajska veterinarni sprava omezila preventivni utraceni pouze na ¢ast hospodafstvi, kde byla chovana

prasata podeziela z nakaZeni nebo nakaZend virem afrického moru prasat, v souladu s § 4 odst. 3 vyhlasky ¢. 202/2004
Sb., vzorky musi byt odebrany v jednotce hospodaistvi, kde byla uplatnéna tato opatieni, bez ohledu na jina vy3etfeni a
odbér vzorkd, které probihaji u ostatnich prasat v hospodaistvi; ty jsou provadény v souladu s pokyny krajské veterinarni

Spravy.
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D. METODY KONTROLY A ODBERU VZORKU PRED UDELENIM POVOLEN{

K PREMISTENIM PRASAT Z HOSPODARSTVI NACHAZEJICICH SE V OCHRANNEM
PASMU NEBO V PASMU DOZORU A V PRIPADECH PORAZENI NEBO UTRACENI
PRASAT (§ 10 a 11 vyhlasky &. 202 /2004 Sb.)

E.

L.

Pokud je udélovano povoleni k pfremisténi prasat z hospodaistvi, ktera se nachazeji v
ochranném pasmu nebo v pasmu dozoru (podle § 10 odst. 3 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb.)
musi, bez ohledu na ustanoveni § 11 odst. 1 pism. f) bodu 1 pism. bb) zminéné vyhlasky,
byt klinické vySetieni, které provadi Gfedni veterinarni 1ékar:

— provedeno béhem 24 hodin pted pfesunem prasat,

— v souladu s ustanovenimi uvedenymi v ¢asti A odst. 2

V pfipad¢€, ze maji byt prasata pifemisténa do jiného hospodaistvi (stada), musi se, kromé
vySetfeni, jeZ maji byt provedena v souladu s odst. 1, provést klinické vysetfeni vcetné
zméteni teploty u reprezentativniho poctu prasat z kazdé jednotky hospodarstvi, v némz jsou
chovana prasata, jez maji byt premisténa.

Minimalni pocet prasat, jez maji byt vySetfena, musi staCit ke zjiSténi horecky, pokud se
vyskytuje v téchto jednotkach v 10% prevalenci, s 95% spolehlivosti.

V piipad¢, Ze maji byt prasata pfemisténa na porazku, do asana¢niho podniku nebo jinam,
aby byla utracena nebo porazena, musi byt kromé vySetieni, jezZ maji byt provedena v souladu
s odst. 1, provedeno klinické vySetfeni prasat v kazdé jednotce, v niZ jsou chovana prasata,
jez maji byt pfemisténa. V ptipadé prasat starSich tii az ¢tyf mésicl, musi byt pii vySetfeni
zmefena také teplota u reprezentativniho poctu prasat.

Minimalni pocet prasat, jez maji byt vybrana, musi stacit ke zjiSténi horecky, pokud se
vyskytuje v téchto provéfovanych jednotkach v 20% prevalenci, s 95% spolehlivosti.

Pokud jsou prasata uvedena v odst. 3 porazena nebo utracena, musi byt od prasat z kazdé
jednotky, které se tykad presun, odebrany vzorky krve na sérologické vysetieni nebo vzorky
krve nebo organt, jako jsou mandle, slezina nebo mizni uzliny, na virologické vysetieni.

Minimalni pocet vzorkli, jez maji byt odebrany, musi stacit k detekci 10% séroprevalence
nebo prevalence viru s 95% spolehlivosti v kazdé podjednotce.

Druh vzorkd, jez maji byt odebrany a vysetiovaci metoda, jiz ma byt pouzito, bude v souladu s
pokyny krajské veterinarni spravy, ktera zvazi rozsah vysetfeni, jezZ mohou byt provedena,
citlivost téchto vysetieni a epizootologickou situaci.

Avsak pokud byly zjistény klinické piiznaky nebo byly u porazenych nebo utracenych prasat
nalezeny patomorfologické 1éze svédcici pro AMP, mé¢la by byt odchylné od odst. 4
uplatnéna ustanoveni o odbéru vzorkd uvedena v oddilu C.

Vyjimka uvedena v § 10 odst. 5 a § 11 odst. 4 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb., mize byt ud€lena,
pokud krajska veterinarni sprava zajisti, aby byly intenzivni odbér vzorkll a vySetfovaci
schéma pouzity také u skupin prasat, ktera maji byt zkontrolovana nebo od nichz maji byt
odebrany vzorky uvedené v odst. 2, 3 a 4. V kontextu tohoto schématu musi minimalni pocet
vzorkl krve, jeZ maji byt odebrany, umoznit zjisténi 5% séroprevalence, s 95% spolehlivosti
ve skupin¢€ podezielych prasat.

METODY KONTROLY A ODBERU VZORKU V HOSPODARSTVI VE VZTAHU

K REPOPULACI

1.

Po novém zastavu prasat do hospodaistvi v souladu s § 13 odst. 3 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb.,
musi byt uplatiiovany tyto metody odbéru vzorkd:

- po novém zastavu prasat musi byt odebrany vzorky krve do 45 dni,

- v pfipad¢€, ze jsou znovu zastavena vnimava indikatorova prasata (sentinel pigs),
musi byt namatkové odebrany vzorky krve na sérologicka vySetteni v rozsahu poctu
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prasat, ktery staci ke zjisténi 10% séroprevalence, s 95% spolehlivosti v kazdé jednotce
hospodafstvi,

- v ptipad¢€ uplné repopulace musi byt odebrany vzorky krve na sérologické vysetfeni
namatkové od poctu prasat, ktery staci ke zjisténi 20% séroprevalence, s 95%
spolehlivosti v kazdé jednotce hospodarstvi.

Po novém zastavu prasat do hospodarstvi v souladu s § 13 odst. 4 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb.,

musi byt pouzity tyto postupy odbéru vzorku:

- vzorky krve musi byt odebirany v prvnich 45 dnech po novém zastavu prasat,

- v ptipadé, Ze jsou znovu dodavana vnimava indikatorova prasata (sentinel pigs),
musi byt namatkové odebrany vzorky krve na sérologicka vySetfeni v rozsahu poctu
prasat, ktery staci ke zjisténi 5% séroprevalence, s 95% spolehlivosti v kazdé jednotce
hospodafstvi,

- v ptipadé€ uplné repopulace musi byt odebrany vzorky krve na sérologické vysetfeni
namatkové od poctu prasat, ktery sta¢i ke zjisténi 10% séroprevalence, s 95%
spolehlivosti v kazdé jednotce hospodaistvi.

Potom musi byt opakovan postup stanoveny vyse ve tieti odrazce, a to v prvnich 60 dnech po
uplné repopulaci.

Po jakékoliv repopulaci prasat zajisti krajska veterinarni sprava, aby v piipadé jakéhokoliv
onemocnéni nebo thynu v hospodaistvi z neznamych pficin byla tato provéfovana prasata
ihned vySetfena na AMP.

Tato opatfeni zlistavaji platna, dokud nejsou v provéfovaném hospodafstvi zruSeny zakazy
premistovani, o nichz pojednava § 13 odst. 3 pism. a), b) a odst. 4 vyhlasky MZe ¢. 202 /2004
Sb.

METODY ODBERU VZORKU V HOSPODARSTVICH NACHAZEJICICH SE
V OCHRANNEM PASMU PRED ZRUSENIM OMEZENT{

1.

V ptipadé, ze maji byt v ochranném pasmu zrusena opatieni, o nichz pojednava § 10 vyhlasky
¢. 202/2004 Sb., musi byt ve vSech hospodarstvich v tomto pasmu:

- provedeno klinické vySetieni v souladu s postupy uvedenymi v ¢asti A odst. 2 a 3,

- odebrany vzorky krve k sérologickému vysetfeni podle pokynti uvedenych v odst. 2.

Minimalni pocet vzorkl, jeZ maji byt odebrany, musi stacit k detekci 10% séroprevalence
nebo prevalence viru, s 95% spolehlivosti u prasat v kazdé jednotce hospodarstvi.

Avsak vyjimka uvedend v § 10 odst. 5 a § 11 odst. 4 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb., miize byt
poskytnuta pouze v tom piipadé€, ze krajska veterinarni sprava zajisti, aby pocet odebranych
vzorkll krve stacil ke zjisténi 5% séroprevalence, s 95% spolehlivosti v kazdé jednotce
hospodarstvi.

METODY ODBERU VZORKU V HOSPODARSTVICHNACHAZEJICICHSE V PASMU
DOZORU PRED ZRUSENIM OMEZENT{

1.

V piipad¢€, ze maji byt v pasmu dozoru zrusena opatieni, o nichZ pojednava § 11 vyhlasky

¢. 202/2004 Sb., musi byt ve vsSech hospodaistvich v tomto pasmu provedena klinicka

vysetfeni v souladu s postupy uvedenymi v ¢asti A odst. 2.

Kromée toho musi byt od prasat odebrany vzorky krve k sérologickému vySetreni:

- ve vSech ostatnich hospodaistvich, v nichz krajska veterinarni sprava poklada odbér
vzorkl za nezbytny,

- ve vSech stiediscich pro odbér spermatu.
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Kdykoliv se provadi odbér vzorki k sérologickému vySetieni v hospodarstvich nachazejicich

se v pasmu dozoru, pocet vzorkl krve, jez maji byt v téchto hospodarstvich odebrany,
musi byt v souladu s ¢asti F odst. 2.

Avsak vyjimka uvedena v § 10 odst. 5 a § 11 odst. 4 vyhlasky ¢. 202/2004 Sb., mize byt
poskytnuta pouze v tom pripade, ze krajska veterinarni sprava zajisti, aby byly v kazdém
hospodaistvi nachazejicim se v pasmu odebrany vzorky krve k sérologickému vySetfeni.

Tvvr

séroprevalence, s 95% spolehlivosti v kazdé jednotce hospodatstvi.

H. SEROLOGICKE SLEDOVANI A METODY ODBERU VZORKU V LOKALITACH
S PODEZRENIM NA VYSKYT AMP NEBO POTVRZENIM AMP U PRASAT DIVOKYCH

1.

V ptipad¢ sérologického sledovani prasat divokych v oblastech, v nichz byl potvrzen AMP
nebo je na AMP podezieni, by méla byt nejdiive definovana velikost a lokalita vyskytu
cilové populace, od niz maji byt odebrany vzorky, aby byl stanoven pocet vzorkt, jez budou
odebrany. Velikost vzorkti musi byt stanovena podle odhadnutého poctu zivych zvitat, a
nikoliv podle poc¢tu ulovenych zvirat.

Nejsou-li udaje o hustoté a velikosti populace dostupné, musi byt vymezena lokalita vyskytu,
v niz maji byt vzorky odebirany, pficemz se bere do tivahy stala ptitomnost prasat divokych a
pfitomnost pfirozenych nebo umélych bariér schopnych zabranit velkym a nepfetrzitym
pohybim zvifat. Jestlize se tyto okolnosti nevyskytuji nebo jsou lokality rozlehlé,
doporuduje se vymezovat lokality pro odbér vzorkd ne vétsi nez 200 km?, v nich? muiZe
obvykle zit populace 400 az 1000 prasat divokych.

Bez ohledu na ustanoveni § 15 odst. 2 pism. c¢) vyhlasky ¢. 202/2004 Sb., musi minimalni
pocet prasat, od nichz maji byt ve vymezené lokalit¢ odebrany vzorky, stacit ke zjisténi 5%
séroprevalence, s 95% spolehlivosti. K tomuto ucelu musi byt odebrany vzorky nejméné
od 56 zvirat z kazdé vymezené lokality.

Odbér vzorkt k virologickému vySetfeni od prasat divokych ulovenych nebo uhynulych se
musi provadét tak, jak je uvedeno v kapitole V cast B odst. 1.

Pokud se poklada za nezbytné virologické vySetiovani ulovenych prasat divokych, musi byt
provadéno hlavné u zvitat mladsich nez jeden rok.

Vsechny vzorky, jez maji byt poslany do laboratofe, musi byt doprovazeny dotaznikem,
o némz pojednava § 16 odst. 3 pism. h) vyhlasky ¢. 202/2004 Sb.

KAPITOLA V

ecné postupy a kritéria shromazd’ovani a piepravy vzorka
Ob tupy a krit h d y k

A. OBECNE POSTUPY A KRITERIA

L.

Pred odbérem vzorkl v podezielém hospodatstvi musi byt pfipraven plan chovu a musi byt
vymezeny epizootologické jednotky hospodarstvi.

V kazdé dobé€, v niz by mohl byt povazovan za nezbytny opétovny odbér vzorkil, musi byt
vSechna prasata, od nichz byly odebrany vzorky, nezaménitelné¢ oznacena tak, aby od nich
bylo mozZno snadno opétovné odebrat vzorky.

Vsechny vzorky musi byt poslany do laboratofe s vhodnym formulafem (objednavkou), v
souladu s pozadavky stanovenymi Statni veterindrni spravou. V téchto formulafich budou
zaznamenany podrobnosti anamnézy prasat, od nichz byly odebrany vzorky, a udaje o
pozorovanych klinickych pfiznacich nebo postmortalnich zménach.
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Pljde-li o prasata zhospodafstvi, musi byt uvedeny presné udaje o ve&ku, kategorii a
hospodafistvi, ze kterého prasata, od nichz byly odebrany vzorky, pochazeji. Doporucuje se,
aby u kazdého prasete, od kterého byly odebrany vzorky, bylo spolu s jeho nezaménitelnym
oznacenim zaznamenano i jeho umisténi v hospodarstvi.

B. ODBER VZORKU K VIROLOGICKEMU VYSETRENI

L.

K prokazani viru AMP, virového antigenu nebo virového genomu z uhynulych nebo
humanné utracenych prasat jsou nejvhodngjsi vzorky tkani mandli, miznich uzlin
(gastrohepatélni, renalni, submandibularni a retrofaryngealni), sleziny, ledvin a plic®. Pokud

jsou kadavery v rozkladu, lze zvolit za vzorek neporusenou dlouhou kost nebo sternum
(hrudni kost).

Nesrazena krev nebo vzorky srazené krve musi byt, v souladu s pokyny krajské veterinarni
spravy, odebrany od prasat jevicich pfiznaky horecky nebo jiné ptiznaky onemocnéni.

C. PREPRAVA VZORKU

1.

Doporucuje se, aby vSechny vzorky:
- byly peclivé oznaceny,
- byly piepravovany a uchovavany v prepravkach nepropoustéjicich tekutiny,

- byly uchovavany v chladu pii teploté chladnicky; avSak pokud se ocekava, ze bude
vzorek dodan do laboratofe za vice nez 48 hodin, ma byt navazan kontakt s laboratofi,
aby byly ziskany pokyny o nejvhodné&jsich tepelnych podminkach béhem piepravy,

byly doruceny do laboratofe co nejrychleji,

- byly uchovavany v chlazeném kontejneru, bud’ prolozené ledem nebo v kontejneru
se suchym ledem,

- vzorky tkani nebo organt byly ulozeny kazdy zvlast’ v uzavienych saccich z plastické
hmoty a tadn¢ oznaCeny. Pak musi byt vloZzeny do vétSiho silného vnéjSiho obalu a
oblozeny dostatecnym mnozstvim savého materialu, jenz je chrani pfed poSkozenim a
nasava prosakujici tekutiny,

- byly, je-li to mozné, co nejkrat$i cestou piepravovany do laboratofe poucenou
osobou, aby bylo zaru¢eno rychlé a spolehlivé doruceni.

Vnéjsi obal baliku musi byt oznacen adresou pfijimaci laboratofe a mély by na ném byt
napadné uvedeny tyto informace: ,,patologicky materidl pochazejici ze zvitat™, ,rychle se

13

kazici,* ,,kfehky*, ,,oteviit pouze v laboratofi pro préci s africkym morem prasat®.

Odpovédny pracovnik laboratofe pfijimajici vzorky musi byt pfedem informovan o dobé
dodani vzork.

Pokud maji byt vzorky letecky dopraveny do Referencni laboratote Spolecenstvi pro africky

mor prasat''”, musi byt obal oznagen podle piedpisti Mezinarodniho leteckého dopravniho
sdruzeni (IATA, International Air Transport Association).

(*) Doporucuje se odebirat také vzorky ilea (ky¢elniku), nebot’ mohou byt vhodné k diagnostice klasického moru

prasat.

('’) Referencni laboratof spoledenstvi mé neomezené povoleni piijmu vzorkil na vysetieni a izolati AMP
z ostatnich ¢lenskych stata.
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KAPITOLA VI

Principy a pouziti virologickych vysetfovacich metod a posuzovani jejich vysledkt

A. DETEKCE VIROVEHO ANTIGENU

1. Pifima imunofluorescen¢ni metoda (FAR)

Principem této vySetfovaci metody je detekce virovych antigent v otiskovych preparatech
nebo tenkych (kryokatovych) fezech zmrazeného materidlu z organd prasat, u kterych je
podezieni na nakazu virem AMP. Intracelularni antigen je detekovan pfi pouziti specifickych
protilatek konjugovanych s FITC"Y. V cytoplazmé infikovanych bunék se objevuji inkluzni
téliska nebo zrnka.

Vhodnymi organy jsou ledviny, slezina a rtizné mizni uzliny. Pokud jde o prasata divoka,
jestlize jejich organy nejsou k dispozici nebo jsou v rozkladu, mohou se pouzit také natéry
bunek z kostni diené.

Doba trvani testu je pfiblizn¢ dvé hodiny. Protoze vzorky organi mohou byt ziskany pouze
z mrtvych zvifat, je moznost pouZiti tohoto testu pro ucely screeningu omezena.

Pro ptipady akutniho AMP je to vysoce citliva vySetfovaci metoda. U subakutni nebo
chronické formy je primérna citlivost FAR 40%, pravdépodobné kvtli pfitomnosti komplexti
antigen-protilatka, které blokuji reakci s konjugovanou protilaitkou proti AMP.
Spolehlivost vysledkii vySetfeni mize byt snizena nespecifickym barvenim, zvlast¢ kdyz
nebylo nabyto znacné zkuSenosti ve vySetfovani touto metodou nebo kdyz vySetfované
orgéany byly v rozkladu.

2. ELISA k detekci antigenu

Virovy antigen muze byt zjiStovan také metodami ELISA, ale ELISA je doporucovana pouze
u akutni formy nakazy, ponévadz pfi pfitomnosti komplexd antigen-protilatka ma nizkou
citlivost. Citlivost metody ELISA k detekci antigenu by méla byt dostatecné vysoka, aby
zaznamenala pozitivni vysledek u zvifat, ktera jevi klinické pfiznaky akutniho AMP. V
ostatnich ptipadech je doporuovano pouzivat tuto metodu pouze jako ,,stddovou metodu a
ve spojeni s jinymi virologickymi metodami.

B. IZOLACE VIRU A IDENTIFIKACE HEMADSORPCNI METODOU (HAD)

1. Izolace viru je zaloZena na inokulovani materialu vzorku na vnimavé prase¢i primarni bunécné
kultury a na bunky monocytd a makrofagii. Pro izolaci viru AMP se dava prednost vzorklim
celé krve a leukocytd ziskanych ze vzorki nesrazené krve nebo vzorkim organt
uvedenych v A.1. Pokud se ve vzorku vyskytuje virus AMP, mnozi se v infikovanych
buiikach a tvofi charakteristicky cytopaticky efekt.

2. Hemadsorp¢ni metoda (HAD) je doporucovéna pro identifikaci izolatt viru AMP pro svou
vysokou citlivost a specificnost. HAD je zalozena na schopnosti viru AMP mnozit se v
prase¢ich makrofazich a piisobit hemadsorpci v pritomnosti prasecich erytrocytd. Kolem
infikovanych makrofagli se vytvareji charakteristické ,,rosety” erytrocytii. Avsak maly pocet
terénnich kmenti viru AMP nevyvolavd hemadsorpci, ale vytvari cytopaticky efekt. Tyto
kmeny mohou byt specificky identifikovany pouzitim pfimé imunofluorescenéni metody
(FAR) v sedimentech bunéénych kultur nebo PCR.

3. Izolace viru je vhodnéjsi k vySetfovani vzorkli od malého mnozZstvi zvifat nez pro hromadna
vySetieni. Metoda izolace viru je pracna a vysledky lze ziskat za jeden az tfi dny. Pokud je
viru ve vzorku malé mnozstvi, muze byt zapotfebi dalSich dvou pasazi. Tim se mize
prodlouzit doba vySetfovani, nez je ziskan konecny vysledek, azna 10 dni. Vzorky

(*") Fluorescein isothiokyanat (FITC).
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rozkladajiciho se materialu mohou byt pro bunécné kultury cytotoxické, a proto nejsou
pouzitelné.

Izolace viru a jeho identifikace metodou HAD jsou doporucovany jako ovéfovaci metody
pro potvrzeni pozitivnich vysledkl u antigent nalezenych metodami ELISA, PCR nebo FAR.
Jsou také doporucovany, pokud byl AMP jiz potvrzen jinymi metodami, zejména v piipade
prvotniho vyskytu nebo piipadu AMP.

Izolaty viru AMP izolované z praseCich makrofagi mohou byt pouzivany pro potieby
charakterizace izolovaného viru a pro potfeby molekularni epizootologie.

Vsechny izolaty viru AMP ziskané ze vSech prvotnich primarnich ohnisek, prvotnich ptipadt
onemocnéni divokych prasat nebo piipada zjisténych na jatkach nebo pii prepravé musi byt
typizovany narodni referen¢ni laboratofi nebo jinou laboratofi povolenou Statni veterinarni
spravou nebo Referen¢ni laboratofi Spolecenstvi v souladu s ¢asti E.

V kazdém piipad€ musi byt tyto izolaty virG bez prodleni zaslany do Referencni laboratote
Spolecenstvi pro sbirku virt.

DETEKCE VIROVEHO GENOMU

1.

Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) se pouziva k detekci viru
ve vzorcich krve, séra, tkani nebo organti. Malé zlomky virové DNA jsou rozmnozeny
metodou PCR do zjistitelného mnozstvi. PouZzitim primerd z vysoce stabilni oblasti genomu
mize byt zjistovana pfitomnost Siroké Skaly izolath nalezejici ke vSem zndmym virovym
genotyptim véetné virh nevyvolavajicich hemadsorpci a izolath s nizkou virulenci. Jelikoz
tato metoda zjistuje pfitomnost pouhé genomové sekvence viru, mize byt PCR pozitivni
dokonce i v pfipad¢, ze ve vzorku neni pifitomen zadny infekéni virus (tj. ve vzorcich
rozkladajicich se tkani nebo ve vzorcich od rekonvalescentnich prasat nebo od prasat, ktera se
uzdravila a nemaji klinické ptfiznaky onemocnéni).

PCR lze pouzit kvySetieni malého mnozstvi vzorkl, jez byly peclivé odebrany
od podezielych zvitat. Je doporu¢ovanou metodou u vzorkd organi, které jsou cytotoxické,
a proto z nich neni mozné izolovat virus (napft. u vzorkl od prasat divokych).

Vhodnym materidlem k vySetieni metodou PCR jsou organy popsané v pasazi o izolovani
viru a o séru. Metodou PCR mohou byt vySetiovany také homogenaty z klistat.

PCR lze provést za jeden pracovni den. Vyzaduje odpovidajici laboratorni vybaveni, oddélené
pracovisté¢ a kvalifikované laboratorni pracovniky. Vyhodou metody je, Ze nevyzaduje
rozmnozovani virovych ¢astic replikaci v laboratofi. Tato metoda je vysoce citliva, ale mize
snadno dojit ke kontaminaci, jez vede k falesné¢ pozitivnim vysledkim. Proto jsou nezbytné
prisné kontroly jakosti.

DOPORUCENE VIROLOGICKE METODY A POSUZOVANI VYSLEDKU
VIROLOGICKYCH VYSETRENI

1.

Virologicka vysetfeni jsou pro potvrzeni AMP nezbytna.

Izolace viru a metoda HAD musi byt povazovany za ovéfovaci virologické vySetfovaci
metody a musi byt v pfipadé potfeby pouzivany jako ovérovaci vysetieni. Jejich pouZiti je
doporucovano zejména v ptipadech pozitivnich vysledkti dosazenych metodami FAR nebo
PCR, pokud nebyly spojeny se zjisténim klinickych ptiznaki nebo 1ézi zptisobenych nemoci
nebo v jakémbkoliv jiném piipade pochybnosti.

Avsak primarni ohnisko AMP miize byt potvrzeno také tehdy, jestlize byly u podezfelych
prasat zjistény klinické piiznaky nebo byly nalezeny patomorfologické zmény a vysledky
pfinejmensim dvou vySetfovacich metod zaméfenych na detekci virového antigenu nebo
virového genomu byly u tychz vySetfovanych prasat pozitivni.
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Sekundarni ohnisko AMP muze byt potvrzeno v pfipadé, Ze — krom¢ epizootologického
¢lanku k potvrzeni ohniska nebo piipadu, kdy byly zjistény klinické ptiznaky nakazy nebo
patomorfologické zmény u podezielych prasat — vysledek vySetfeni na pritomnost virového
antigenu nebo genomu byl pozitivni.

Primarni ohnisko AMP u prasat divokych mize byt potvrzeno, pokud je izolovan virus nebo
pokud byly vysledky pfinejmensim dvou vySetfovacich metod k detekci antigenu nebo
genomu pozitivni. Dalsi ptipady AMP u prasat divokych, u nichz byla zjisténa
epizootologicka souvislost s dfive potvrzenymi ptipady, mohou byt potvrzeny, pokud
vySetiovaci metoda k detekci antigenu nebo genomu dava pozitivni vysledek.

E. GENETICKA TYPIZACE IZOLATU VIRU AMP

1.

Genetickd typizace izolati viru AMP se provadi zjistovanim restrikénich enzymatickych
vzorcl a sekvence (pofadi) nukleotidd v Gsecich virového genomu. Podle podobnosti téchto
restrikénich vzorcd nebo sekvenci s restrikénimi vzorci nebo sekvencemi, které jiz byly
ziskany z dfive ziskanych izolatl viru, je mozno usuzovat na to, zda byl vyskyt nakazy
zpusoben viry, které nalezi k evropskému nebo africkému molekularnimu modelu.

Geneticka typizace izolatl viru AMP ma rozhodujici vyznam pro zlepSeni soucasné znalosti
molekularni epidemiologiec AMP a genetickych variaci viri. Tyto molekularni udaje
umoznuji zafadit nové izolaty a poskytnout informace o jejich mozném ptivodu.

Jestlize typizaci viru nelze provést v narodni referencni laboratofi nebo v jakékoliv jiné
laboratoii opravnéné k diagnostice AMP v kratkém ¢asovém obdobi, musi byt pivodni vzorek
nebo izolat viru co nejdiive zaslan do Referen¢ni laboratofe Spolecenstvi k molekularni
typizaci.

Udaje ziskané typizaci a zjistfovanim sekvenci izolati viru AMP, jez jsou k dispozici v
laboratofich opravnénych k diagnostice AMP, musi byt zaslany do Referencni laboratote
Spolecenstvi, aby tam byly vloZeny do databaze, kterou spravuje tato laboratof.

Informace uchovavané v této databazi jsou dostupné vS§em narodnim referen¢nim laboratoiim
Clenskych statii. AvSak v pripadé uvefejiiovani ve védeckych Casopisech, jestlize si udaje
vyzada schvalovana laboratof, Referencni laboratot SpoleCenstvi zaruci divérnost téchto
udaju az do jejich uvetejnéni.

KAPITOLA VII

Principy a pouziti sérologickych vysSetfovacich metod a posuzovani jejich vysledkt

A. ZAKLADNI PRINCIPY A DIAGNOSTICKA HODNOTA

1.

Zjistovani specifickych protilatek proti izolatim viru AMP je doporucovano u subakutnich

a chronickych forem,u plosného vysetfovani a u programii eradikace AMP z nékolika

davodu:

(1) infikovand prasata rychle vytvareji protilatky; u téchto prasat byvaji
protilatky zjistitelné ve vzorcich séra od sedmi do deseti dnil po infekci,

(i1) proti AMP neexistuje vakcina; to znamenda, Ze specifické protilatky
proti AMP vznikaji pouze pfi infekci virem AMP,

(ii1) protilatkova odpovéd’ je dlouhodoba; u prasat, ktera se uzdravila z
nakazy, mohou byt zjistovany vysoké hladiny protilaitek po mnoho mésicti nebo
dokonce po cely zivot téchto prasat.

U selat mohou byt ovSem béhem prvnich tydnii Zivota zjistovany specifické protilatky

matetského pivodu. Polocas matetskych protilatek u selat je asi tfi tydny. Pokud jsou

protilatky proti AMP nalezeny u selat starSich nez tfi mésice, je velmi nepravdépodobné,
7e by pochazely od matek.
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Detekce protilatek proti viru AMP ve vzorcich séra nebo plazmatickych exsudat z dodanych
organli ma napomoci diagnostice AMP v podezielych hospodatstvich tim, Ze se v pitipadé
potvrzeného vyskytu da zjistit vék, v némz se prasata infikovala, a dale slouzi ucelim
monitoringu a surveillance.

Na probihajici infekei (dva az Ctyfi tydny) mlze upozornit vyskyt nékolika séropozitivnich
prasat s nizkymi titry neutralizujicich protilatek. Vyskyt mnoha prasat s vysokymi titry
neutralizujicich protilatek znamena, ze virus vnikl do hospodéaistvi s chovem prasat pied
dobou del3i neZ jeden mésic. Udaje o umisténi séropozitivnich prasat v hospodéistvi mohou
poskytnout cennou informaci o tom, jak se virus AMP dostal do stada.

Avsak pfi pfesném posuzovani vysledkil sérologickych testl musi byt brany do uvahy
veskeré klinické, virologické a epizootologické nalezy, v ramci epizootologického Setieni,
jez ma byt provedeno v ptipadé podezieni nebo potvrzovani AMP, v souladu s § 8 vyhlasky
¢. 202/2004 Sb.

B. DOPORUCENA SEROLOGICKA VYSETRENI

1.

Pti sérologickém potvrzovani AMP je mozné si vybrat z téchto metod: metoda ELISA,
metoda nepfimé imunofluorescence (IFAR) a imunoblotting (IB).

Jakost a uc¢innost sérologické diagnostiky, jiz se zabyva narodni referencni laboratof, musi byt
v ramci srovnavacich zkousek laboratofi, jez pravidelné¢ potddd Referencni laborator
Spolecenstvi, fadn¢ prezkuSovana.

vvvvvvv

Je zalozena na zjistovani protilatek proti viru AMP navéazanych na virové bilkoviny, které jsou
upevnény k pevné fazi ptidanim bilkoviny A konjugované s enzymem, ktery pfi
reakci s vhodnym substratem vyvolava viditelnou barevnou reakci.

Nérodni referencni laboratot musi pravidelné provadét kontrolu jakosti tykajici se citlivosti a
specificnosti kazdé Sarze reagencii ELISA, pfiCemz pouziva panel referencnich sér
poskytnuty Referencni laboratoii Spolecenstvi. Tento panel obsahuje:

- séra prasat v pocatecni fazi infekce virem AMP (mén¢ nez 17 dni od zacatku
infekce),

- séra prasat v rekonvalescentnim stadiu (vice nez 17 dni po infekci).

Metoda ELISA, ktera ma byt pouzita k sérologické diagnostice AMP musi zjis§tovat vSechna
referencni séra prasat v rekonvalescentnim stadiu. VSechny vysledky ziskané s referen¢nimi
séry musi byt reprodukovatelné. Je doporucovano, aby byla zjistitelna také vSechna pozitivni
séra z pocateni faze. Vysledky ziskané s referencnimi séry prasat v pocatecni fazi
onemocnéni ukazuji citlivost metody ELISA.

Metoda nepiimé imunofluorescence (IFAR) je rychlda metoda s vysokou citlivosti a
specifi¢nosti pro zjistovani protilatek proti AMP bud’ v sérech nebo v tkanovych exsudatech.
Je zaloZzena na zjiStovani protilatek proti AMP, které se navazi na monolayer bunék MS
infikovanych adaptovanym virem AMP. Reakce protilatky s antigenem je prokazovana
bilkovinou A, ktera je oznacena fluoresceinem. V pozitivnich vzorcich je patrna specificka
fluorescence blizko jader infikovanych bunék.

Metody ptimé a nepfimé imunofluorescence pouzivané v kombinaci s vySetfovanymi organy,

krvi a exsudaty ziskanymi od zvifat, ktera jevi klinické ptfiznaky AMP mohou vést k
rychlému a spolehlivému potvrzeni nakazy.
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Metoda IB je vysoce specificka a citlivd metoda zaloZena na pouzivani nitrocelul6zovych
prouzkt, které obsahuji virové bilkoviny jako antigeny. Specificka reakce protilatky s
antigenem je zjiStovana pfidanim konjugatu bilkoviny A s peroxiddzou a vhodného substratu.
Je velmi uziteCna k vySetrovani sér, u kterych nebylo mozno metodou ELISA dojit k Zadnému
Zaveru.

KAPITOLA VIII

Minimalni pozadavky na bezpecnost laboratoii zabyvajicich se AMP

V kazdé¢ laboratofi, v niz se ma mnozit virus AMP replikaci v bunéénych kulturach, musi byt
dodrzovany pozadavky uvedené v tabulce 1. AvSak postmortalni vySetfeni, zpracovavani
tkani pro FAR nebo PCR a sérologicka vySetfeni pouzivajici inaktivovany antigen mohou byt
provadény na niz§i Urovni omezeni za predpokladu, ze budou dodrzovany minimalni
pozadavky tabulky 1, zékladni hygienicka pravidla a po ukoncéeni prace bude provadéna
dezinfekce s bezpecnym odstranénim kadaverd, tkani a sér.

Kazda laboratof, v niZ jsou zvifata inokulovdna virem AMP, musi spliiovat pozadavky
uvedené v tabulce 2.

Vsechny zasoby viru AMP musi byt uchovavany na bezpetném skladovacim misté, ve
zmrazeném nebo lyofilizovaném stavu. VsSechny jednotlivé ampule musi byt zietelné
oznaCeny a maji na nich byt vyCerpavajicim zptisobem uvedeny udaje o udrzované zasobé
viru s udaji a vysledky zkouSek kontroly jakosti. Zaznamy musi byt vedeny také o virech
pridanych k zasobé¢, s podrobnostmi o zdroji, a o virech vydanych do jinych laboratofi.

Doporucuje se, aby jednotka zarucujici biologickou ochranu pro préci s virem AMP méla
technické zazemi na mistech, na nichz se s virem AMP nepracuje. Tato mista jsou k dispozici
pro piipravu skla a médii, pro udrZzovani a ptfipravu neinfikovanych bunécnych kultur, pro
zpracovavani sér a pro sérologické testy (jiné nez metody vyuzivajici zivy virus AMP), a
pro zajisténi spravni a ufedni ¢innosti.
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Tabulka 1

Principy biologickych omezeni vhodnych pro diagnostické laboratofte

Minimalni pozadavky Dalsi pozadavky
Prosttedi obecné | Normdlni atmosféricky tlak. Normalni atmosféricky tlak. Jedna
Mistnosti Vyhrazené pro Vybrané filtrace HEPA nasavaného vzduchu.
pracovni postupy. Mistnosti vyhrazené pouze

pro diagnostiku klasického moru prasat
nebo AMP.
Vytoky, u nichz Ize predpokladat
kontaminaci, maji byt oSetfeny, aby byl
virus AMP inaktivovan (tepelné nebo
chemicky).

Odévy pro praci
v laboratori

Vnéjsi odév vyhrazen pouze pro pobyt
v jednotce pro praci s virem AMP.
Jednorazové rukavice k veskeré
manipulaci s infek¢nim materiadlem.
Vnéjsi odév nesmi opustit jednotku,
aniz by byl vysterilizovan nebo vypran
pii vysoké teploté uvniti jednotky.

Uplna vyména odévi pii vstupu.

Odévy pro praci v laboratofi pouzivand
pouze v jednotce pro praci s virem
AMP.

Jednorazové rukavice k veskeré
manipulaci s infekénim materialem.
Odév nesmi opustit jednotku, aniz by
byl  vysterilizovdn nebo  vypran
pii vysoké teplote uvnitf jednotky.

Kontrola osob

Vstup do jednotky povolen pouze
povéienym a vyskolenym osobam.

Myti a dezinfekce rukou pfed odchodem
z jednotky.

Osobam neni povolen pristup K
prasatim do 48 hodin po odchodu 7
jednotky.

Vstup do jednotky povolen pouze
povéfenym a vyskolenym osobam.

Myti a dezinfekce rukou pfed odchodem
z jednotky.

Osobam neni povolen pfistup K
prasatim do 48 hodin po odchodu 7
jednotky.

Vybaveni

Pracovna s biologickou ochranou (tfida I nebo II) pouZzivana pro veskerou
manipulaci s zivym virem. Pracovna by méla mit dvojitou filtraci HEPA

nasavaného vzduchu.

Vybranému tymu laboratornich pracovnikil ma byt k dispozici veskeré zatizeni

potiebné pro laboratorni praci.
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Tabulka 2

Pozadavky biologické ochrany v mistnostech s pokusnymi zvitaty

Pozadavky

Prostiedi obecné

Ventilace kontrolovana pietlakem.

Jedna filtrace HEPA nasavaného vzduchu.

Zatizeni pro uplnou dekontaminaci nebo dezinfekci plynovanim po ukonceni
pokusu.

Vsechny vytékajici tekutiny upravit tak, aby byl inaktivovan virus AMP
(tepelné/spalovanim nebo chemicky).

Odévy pro praci
v laboratoti

Uplna vyména odévii pii vstupu.
Odév nesmi opustit jednotku, aniz by byl vysterilizovan nebo vypran pii vysoké
teploté uvniti jednotky.

Kontrola osob

Vstup do jednotky je povolen pouze poveéfenym a vyskolenym osobam.

Pied vstupem do sprch ponechat odévy uvnitt jednotky. Uplné osprchovani pii
odchodu z jednotky.

Osobam neni povolen vstup do podnikii s chovem prasat do 48 hodin po
odchodu z jednotky.

Vybaveni

Vsechno vybaveni potiebné pro praci se zvifaty ma byt k dispozici uvnitt
jednotky.

Vsechny materialy, které maji byt sterilizovany pii opusténi jednotky, nebo kterd
jsou vzorky ze zvifat, maji byt uloZzeny v dvojim obalu v nepropustné piepravce,
jejiz povrch je pied prepravou do laboratore AMP dezinfikovan.

Zvirata

Po ukonceni vySetieni maji byt pted opusténim jednotky utracena vSechna
zvitata, postmortdlni vySetfeni maji byt ukonCena uvniti biologického
ochranného prostoru a kadavery spaleny.

Cl.3

Tato prirucka nabyva ucinnosti dnem ucinnosti vyhlasky ¢.202/2004 Sb., o opatfenich
pro ptedchédzeni a zdolavani afrického moru prasat.
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