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Charakteristika ceskych izolatu viru AMP:
praktické dusledky
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« slozity obaleny virus - patfi mezi nejvétsi a nejkomplexnejsi zname viry
« neni znamy zadny blizce pribuzny virus

« jediny zastupce rodu Asfivirus, Celedi Asfarviridae

« geneticka informace = s dvouvlaknita DNA

« jediny DNA virus, ktery prenaseji Clenovci (klisStaky rodu Ornithodoros)




Evoluce viru AMP Ad

« genom — variabilita v délce mezi izolaty: 171 - 193 000 paru bazi
« pozoruhodné vysoka genetickou stabilita

« pres vice nez desetiletou epidemickou cirkulaci kmen viru AMP ziskal jen
velmi malo mutaci, které minimalné zasahly virove geny

MUTACNI RYCHLOST VIRU + PRIROZENA SELEKCE
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Historické geograficke

v rwv V4 o ' e
rozSifeni genotypd AMP ~~ %V®
v letech 1956-2015 - T

« 24 genotypu na zakladé analyzy
genu pro p72

« v Evropé genotyp ll. a |. (Sardinie)

« kazdy genotyp AMP je
charakteristicky urcitou virulenci,
ALE v ramci jednoho genotypu
mohou byt rizné virulentni subtypy
/ kmeny ASFV_Genotypes

© pozn. v mapeé neni genotyp XXIII (Etiopie) a genotyp XXIV
(Mosambik)
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EFSA Journal 2015 — upraveno dle Costard et al., 2009




Molekulami charakterizace izolatu QVi
AMP ze Zlinska

« sekvenacni analyza byla provedena na cca 80 pozitivnich vzorcich z ohniska
na Zlinsku

» provedeno v NRL for the AMP v SVU Jihlava

» sekvenovano nékolik dulezitych éasti genomu, za uc¢elem determinace
pripadného nového kmene viru:

> B646L gen kodujici p72 protein = ZAKLADNi GENOTYPIZACE

» central variable region - CVR of the B602L gene = SUBTYPIZACE

» E183L gen kodujici p54 protein = SUBTYPIZACE

» IGR intergenic region = SUBTYPIZACE

» CP204L gen koédujici p30 protein = SUBTYPIZACE

» 0174L gene = SUBTYPIZACE LEFTVARIABLE fEG.  CONSERVED CENTRAL RES.  MIGHTVANIABLE REG.
» MGF (gen MGF 505) = SUBTYPIZACE

> K145R (gen K145R) = SUBTYPIZACE
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Molekularni charakterizace ceského izolatu viru
AMP a dalsich z vychodni Evropy (2007-2018)

GENOTYP | SUBTYPIZACE |  SUBTYPIZACE SUBTYPIZACE
| Gruzie I

2007 CVR1 IGR-1 MGF -1
2007 I CVR1 IGR-1 MGF -1
2008 I CVR1 IGR-1 MGF -1
2007-2012 I CVR1 IGR-1 MGF -1
Ruska federace
2012-2016 I CVR1 IGR-1 + IGR-2 MGF -1+ MGF -2
TEIEE 2012, 2015 I CVR1 IGR-2 MGF -1
2013 I CVR1 IGR -2 MGF -1
2014 [ CVR1 IGR-2 MGF -1
CVR1 + |
2015-2017 I CVRISNP* + IGR-2 MGF -1 emoreen [
CVR 2 |
2014-2017 I CVR1 IGR-2 MGF -1 i
2014-2017 I CVR1 IGR-2 MGF -1 Memren
2014-2015 I CVR1 IGR-2 MGF -1 i S
2016 I CVR1 IGR-2 MGF -1 + MGF -2 o
2017 I CVR1 IGR-1 + IGR-2 MGF -1 e
2016 I CVR1 IGR-2 MGF -1 ———
Ceskérepublika 2017 I CVR1 IGR-2 MGF -1 =i
| Rumunsko [PV, I CVR1 IGR-2 MGF -1 I

L GENOTYPE Xx111
7 Y Ta yé © Carmina Gallardo, CISA-INIA . ———ommorvex
LZlinsky” izolat




SMRTNOST s VIRULENCE vs. PRUBEH

SMRTNOST: 90-100% <« 30-50% < 2-10%
VIRULENCE: VYSOKA <« STREDNi <« NizKA
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KLINICKA FORMA je sou&tem nékolika faktor:
v' virulence kmene viru
v infekéni davka
v plemeno prasete (odolnost)
v’ cesta infekce
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Klinické priznaky AMP svi

PERAKUTNI PRUBEH

« vétSinou nahlé uhyny s minimem patologickych zmén, muze byt hore€ka 41-42°c)

« jnkubacni doba 1-3 dny

AKUTNi PRUBEH

« vysoka horeCka (40-42°C), anorexie, letargie, slabost a uléhani

« cyanotické skvrny na klZzi pfipadné i s krvaceninami na uSich, ocasu a dolnich
castech koncetin Ci bricha

« dyspnoe, zvraceni, prujem, v pozdéjSim stadiu s pfimési krve, vytok z nosnich otvoru
a spojivky, pfipadné nervoveé priznaky, aborty

« inkubacni doba 4-7 dnu (zfidka do 14 dni)

«< (hyn do 6-9 dnti u vysoce virulentnich kment (11-16 dnu - stfredné virulentni)

« smrtnost u domacich prasat 90-100%




Klinické priznaky AMP

SUBAKUTNI PRUBEH

«  vetsinou po infekci stfedné virulentnimi kmeny
«  pFiznaky podobné akutnimu prubéhu
< uhyn: 15-40 dnt po infekci

«  mortalita je v zavislosti na vékové kategorii zvifat v rozmezi 30-70%

CHRONICKA FORMA
«  nejméné typickych pfiznaku
« jnkubacni doba 14-21 dnu

v v s

« muze byt zjiStovana intermitentni nizSi horeCka, nechutenstvi a deprese,
nekrotické zmeény na kuzi, otoky kloubu - kulhani

« k uhynu dochazi po 2-5 mésicich nebo vibec (mortalita < 20 %)




Patomorfologicke zmeny u AMP .,

Hemorrhagicky horeCnaty stav: v naruSeni hemostazy
v’ vyrazna deplece lymfoidnich tkani v hemoragicka diatéza

v apoptdza lymfocytu v  imunosuprese
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I klinické priznaky a PA obraz nemusi byt (a Casto nejsou) signifikantni pro AMP !




Endemicita AMP a ﬂi
atenuovane varianty viru

Nékteré mutace a delece v nékterych genech v genomu viru AMP
vedou k:

« atenuaci viru AMP
« redukci virulence - se zachovanim kontagiozity

« non-hemadsorbing (non-HAD) izolaty

< mirné ¢i minimalni klinické pfiznaky . 4
« nizSi mortalita a nizSi smrtnost — subakutni Ci chronické onemocnéni
« prezivsi — pozitivni na pfitomnost protilatek
- komplikace VCASNE DIAGNOSTIKY AMP
= noveé vyzvy v kontrole AMP

POTREBA: monitoring genetické variability a evoluce viru, determinace virulence
ruznych izolatu, dalsi vyzkum gent zodpovédnych za virulenci m




AMP virus - varianty na vzestupu

2023, VOL. 12, €2146537 (13 pages)
RESEARCH ARTICLE 3 OPEN ACCESS | Gheck forpdtes

https://doi.org/10.1080/22221751.2022.2146537

African swine fever virus - variants on the rise

Jan H. Forth®*, Sten Calvelage®, Melina Fischer?, Jan Hellert®, Julia Sehl-Ewert®, Hanna Roszyk?,
Paul Deutschmann®, Adam Reichold®, Martin Lange®, Hans-Hermann Thulke®, Carola Sauter-Louis®,
Dirk Hoper?, Svitlana Mandyhraf, Maryna Sapachovaf, Martin Beer %t and Sandra Blome®t

Institute of Diagnostic Virology, Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald, Germany; ®Centre for Structural System Biology (CSSB), Leibnitz-
Institut fir Virologie, Hamburg Germany; “Department of Experimental Animal Facilities and Biorisk Management, Friedrich-Loeffler-
Institut, Greifswald, Germany; Department of Ecological Modelling, Helmholtz Centre for Environmental Research, Leipzig, Germany;
®Institute of Epidemiology, Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald, Germany; ‘State Scientific and Research Institute of Laboratory
Diagnostics and Veterinary and Sanitary Expertise (SSRILDVSE), Kiev, Ukraine
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« virus AMP se neCekaneé rozdélil do péti jasneé rozliSitelnych linii s nejméné

deseti riznymi variantami

« varianty jsou charakterizovany mutacemi s vysokym dopadem, které nebyly
dosud identifikovany

« vsechny nové varianty sdileji mutaci v genu DNA polymerazy X (PolX
O174L) = kauzativni role jako mozného mutatorového genu = zvySena mira
mutaci a tim k vy§Si evoluéni rychlosti, ktera vyvrcholila vznikem virovych
variant




Varianty a linie viru AMP v Nemecku _ -
w AL
[ Lineage | - Reference - LRB99193.1 ]

P — o § linii viru AMP (linie sdili alespon
@' 1)

IEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT ‘
‘ Bun

mutations compared to ASFV

Georgia 2007/1 (FR682468.2) Jed nu SpOIeénO um utaCI )
[ Lineage Il - gene A240L truncation (insertion - Pos. 49.192) ]
‘ %@/7 I « 10 variant s jedineCnymi mutacemi
i) Qg R e nebo kombinacemi mutaci

Lineage Il - MGF360-10L truncation (nonsense - Pos. 27.197)
MGF505-4R truncation (deletion - Pos. 37.027)

MGF100-3L truncation (deletion - Pos. 181.407) Y s
« celkem 13 novych mutaci
+ gene NP868R izkv /
L e A (5 s nizkym dopadem a 8 s vysokym dopadem)
_ ‘III 2
[ Lineage IV - MGF 360-15R truncation (nonsense - Pos. 50.922) ]
J + MGF360-15R truncation P
+ MGF360-15R truncation (deletion - Pos. 50.906) s vl + MGF110-14L
(deletion - Pos. 50.906) + gene D339L (missense - Pos. \ (synonymous - Pos. 13.809)
+ gene 0339L (missense - ) 140.696) S A YRany i
V 1 | V 2| Pos. 140.696) . + gene K196R (synonymous - Pos. IV- |
——— _$£5250) =
[ Lineage V - gene E199L (missense - Pos. 167.068) ]

Varianta IV. potvrzena rovnéz v CR

J. H. Forth et al. 2023, Emerging Microbes & Infections, DOI: 10.1080/22221751.2022.2146537




Geograficke rozsireni virovych variant v .
Sasku a Braniborsku podél polské hranice ‘Ad

®
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Prakticke vyuziti identifikace AL
variantu a linii viru AMP v
Nemecku

« noveé identifikované mutace byly pouzity jako genetické markery pro
genomovou epidemiologii pro ruzné kmeny ohnisek AMP v Némecku

« umoznilo to ukazat geografickou distribuci kmenu
« umoznilo to sledovat Sifeni raiznych AMP variant v Némecku
 pomoci této techniky byli navic schopni pfimo spojit kmeny AMP

odpovedné za tri propuknuti nakazy u domacich prasat s kmeny
cirkulujicimi v populaci divokych prasat ve stejné oblasti
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Molekularni charakterizace izolatu
AMP z Frydlantskeho vybezku v
NRL pro AMP (SVU Jihlava)

« potvrzeni vysledk( z FLI
«© 100% shoda s polskym izolatem AMP na zakladé porovnani
genomu (kmen z blizkosti naSich hranic)

« sekvenace 7 genu:
v' B646L gen (p72 protein)
v" CVR (B602L gen)
v IGR (I73R-1329L)
v' E183L gen (p54 protein)
v 0174L gen
v" MGF (gen MGF 505)

v K145R (gen K145R)




Molekularni charakterizace izolatt AMP z 2V §
Frydlantského vybezku v EURL for ASF

(Centro de Investigacion en Sanidad Animal, CISA-
INIA /CSIC, Madrid, Spanélsko)

Geneticka charakterizace analyzou Sesti oblasti genomu viru AMP
zaradila izolat viru z prosince 2022 z CR do variant CVR-l, IGR-II,
O174L-1l, K145R-ll, MGF1, ECO2-l, které odpovidaji genotypu II,
cluster 6 spolecné s viry z Némecka a Polska (z udaju dostupnych v
EURL a Genbank)
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Skupiny zalozené na variantach identifikovanych v téchto variabilnich oblastech genomu AMP:
CVR, IGR |73r)1320. (IGR), O174L, K145R, IGR ygrsosorior (MGF) @ IGR 359, 1215, (ECO2)

Genetlcka Genetické varianty
Geograficka distribuce (roky)

Gru2|e (2007), Arménie (2007, 2008), Azerbajdzan (2008), RF (2009, 2012)

“ Ruska federace (2012) I I I I I

Ukrajina (2012-2019), Bélorusko (2013), Litva (2014-2020), Polsko (2014, 2018),
Loty$sko (2014-2021), Estonsko (2014-2022), Ceska republika (2017, 2018),
Rumunsko (2017-2021), Moldavsko (2017-2018), Madarsko (2018-2019),
Slovensko (2019), Italie (2022)

B Ruska federace (2012). | | | | 1]
I Estonsko (2015) [ [ | | |

- Polsko (2016, 2019), Némecko (2020, 2021) a Ceska republika (2022) | I I [ |

Polsko (2016-2019), Litva (2017-2022), Rumunsko (2019) | I | I |

B Polsko (2016, 2017) | [ | I I
B Estonsko (2017) I-SNP1 I |
B Polsko (2017) | | |
I Polsko (2017) I-SNP2 I |
B Lotyssko (2017, 2018, 2021) | [ |
IBEER Poland (2017) | 1] |
|
|
|
|
|

B Litva (2017) I-SNP3 I

B Litva(2017) | [ |
B Litva (2017, 2018) | [ | \Y
Loty$sko (2017, 2018) | [ | I-V1
B Poisko (2018) | 1] | | |
- Rumunsko (2018, 2021), Bulharsko (2018-2020), Srbsko (2019, 2020), Recko | I | I I

(2020), Severni Makedonie (2022)
I Polsko (2018, 2019) | \Y | Il |
B Rumunsko (2019) | [ I | |
B2 Rumunsko (2019) | [ [ | |
B Litva (2020) | I | | VII |
BEZE Rumunsko (2021) | I | | VI |

© Carmina Gallardo, EURL for ASF, CISA-INIA /CSIC




Studium patologie AMP u uhynulych
divokych prasat prirozene infikovanych
nemeckymi variantami viru

W pathogens MPY

Article
Pathology of African Swine Fever in Wild Boar Carcasses
Naturally Infected with German Virus Variants

Julia Sehl-Ewert **, Paul Deutschmann 2(), Angele Breithaupt ! and Sandra Blome 2
FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT

Bundesfarschun
Federal Research

gsinstitut fiir Tiergesundheit
1 Institute for Animal Heal

« Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald, Némecko
« PA studie 16 uhynulych prasat ze Saska a Braniborska
« patologie, histologie, imunohistochemie, PCR a IPMA test

« vyhodnoceni rozdilu nalezu ve vztahu k riznym variantam viru AMP




Dynamika infekce AMP: .

viremie a serokonverze A4
\/rus AMP a specificke protilatky v krvi ve vztahu ke stadiu infekce

Diseased = Dead > Survivors/carriers

VIRUS &
ANTIBODIES

ANTIBODIES &
INTERMITENT
VIRAEMIA

O
l.-ﬂ\ .ﬂ A B.ADA A.A XA 0)\
>

24-48 hours 7d.p.i. 12 d.p.i 35 d.p.i © INIA-CISA & UCM

CLINICAL SIGNS SURVIVORS
PERAKUTNI FORMA: 100% smrtnost

AKUTNI FORMA: 90-100% smrtnost

SUBAKUTNI FORMA: 30-70% smrtnost
CHRONICKA FORMA < 20 % smrtnost Q




Log4o genome copy numbers per run

Mnozstvi viru v krvi a tkanich u
ruznych variant viru v Néemecku

Virova naloz (kopie genomu) ve vzorcich krve a organu a skladany
sloupcovy diagram zobrazujici mnozstvi virového antigenu v organech.

Variant |V.
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© Julia Sehl-Ewert et al. 2022, Pathogens 2022, 11, 1386. https://doi.org/10.3390/pathogens11111386
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Vysledky makroskopickeho patologicko-
anatomickeho vysetreni kadaveru prasat
d iVOk)’/Ch (hodnoceni - bodovani - celkové skore 1ézi)

vyrazne, ale ne signifikantni rozdily

w74 pericarditis

pleuropneumonia

peritonitis

nasal hemorrhage

urinary bladder hemorrhage
pancreatic hemorrhage/edema
bone marrow hemorrhage
enlargement Ln. popliteus
hemorrhage Ln. popliteus
enlargement Lnn. iliaci

hemorrhage Lnn. iliaci

enlargement Lnn. mesenteriales
hemorrhage Lnn. mesenteriales
enlargement Ln. renalis

=2 hemorrhage Ln. renalis
enlargement Lnn. gastrohepatici
hemorrhage Lnn. gastrohepatici
enlargement Lnn. tracheobronchiales
hemorrhage Lnn. tracheobronchiales
enlargement Lnn. retropharyngeales
hemorrhage Lnn. retropharyngeales
enlargement Ln. mandibularis
hemorrhage Ln. mandibularis

gall bladder wall hemorrhage

gall bladder wall edema

pulmonary consolidation

pulmonary hemorrhage

pulmonary edema

renal hemorrhages

hemorrhagic ascites

cardiac hemorrhage

adrenal gland hemorrhage

brain hemorrhage

subcutaneous hemorrhage
laryngeal hemorrhage

reproductive organ hemorrhage

- Variant V.

40-

|
EnEnEcg

1
J

JIDB0DBD0A]

score

20+
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© Julia Sehl-Ewert et al. 2022, Pathogens 2022, 11, 1386. https://doi.org/10.3390/pathogens11111386




Virulence varianty |V. z okresu 'Vi
Spréva-Nisa na zakladé PA nalezu
u uhynulych divokych prasat

« virologicka a patomorfologicka data naznacuji rozdily ve virulenci variant
antigen

« tendence k vice chronickym lézim (napf. zvySena hemoragicka slozka)

« gpiSe protrahovany / vleklejsi (ale pfesto smrtelny) pribéh onemocnéni =
letalni subakutni prabéh (muze ovlivnit Sifeni nakazy)

« |etalita je i u novych variant stale velmi vysoka

« nutné potvrzeni za standardizovanych experimentalnich podminek




Pasma a pripady AMP v Polsku
2022/2023: predikce vyvoje situace
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< molekularné biologickym vysetfenim sekvenacni analyzou bylo
potvrzeno, ze v Ceské republice se nachazi kmen viru AMP:
v’ p72 genotyp Il

v CVR-l, IGR-ll, O174L-ll, K145R-ll, MGF1, ECO2-l, které
odpovidaji genotypu IlI, cluster 6 (= Némecko a Polsko) dle
<Jaxonomie® EURL

v' dle némecké charakteristiky se jedna o linii IV. AMP — variant
pravdépodobné IV.1 nebo V.2

v’ probiha dalSi podrobnéjSi sekvenacni analyza (NGS,
hemadsorbce apod.)

« virus prokazany u 3 pripadid AMP v CR ve Frydlantském
vybézku je 100% shodny s virem AMP vyskytujicim se v
blizkosti ceskych hranic v Némecku i v Polsku




ZAVER I, AL

« variant IV. viru AMP prokazuje spise protrahovany / vieklejsi (ale
presto smrtelny) prubéh onemocnéni

« subakutni pribéh onemocnéni muize ovlivnit Sireni onemocnéni
« linie lll a IV se zdaji byt evolu¢né nejuspesneéjsi

« nutny dal§i vyzkum - probihaji experimentalni infekce v BSL3
laboratorich FLI (Némecko)

« je potfeba prubézné sledovat genetickou variabilitu, evoluci a virulenci
viru AMP v ruznych statech nebo regionech
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Statni veterinarni ustav Jihlava
State Veterinary Institute Jihlava
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