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Lentiviry malých přežvýkavců – analýza prevalence onemocnění 

a distribuce genotypů SRLV v chovech ovcí a koz v ČR 

 

Abstrakt 

Maedi-visna u ovcí a artritida a encefalitida u koz jsou celosvětově rozšířená, 

progresivní zánětlivá onemocnění způsobená retroviry, které patří do skupiny lentivirů 

malých přežvýkavců (SRLV). U postižených zvířat způsobují celoživotní infekce, které se 

vyznačují pomalou progresí až do zjevného onemocnění a končí vždy letálně. Cílem této 

práce bylo zjistit prevalenci onemocnění SRLV v ČR, pomocí fylogenetické analýzy 

zmapovat genotypové zastoupení SRLV a analyzovat TMEM154, jakožto vybraný kandidátní 

marker rezistence proti SRLV u ovcí a koz. Celkem bylo odebráno 3410 vzorků krve ovcí 

a koz z 21 stád. Zjištěná sérologická prevalence maedi visna u ovcí byla 19,9 % (556/2801) 

a séroprevalence artritidy a encefalitidy u koz byla 14,1 % (86/609). Všechna séropozitivní 

zvířata byla testována metodou nested polymerase chain reaction (nPCR) na přítomnost 

provirové DNA. Fylogenetická analýza identifikovala genotyp SRLV v 77 sekvencích, 

z nichž 60 vzorků ovcí a koz bylo genotypu A a 17 vzorků ovcí patřilo genotypu B. Zatímco 

všechny sekvence genotypu B byly klasifikovány jako subtyp B2, skupina izolátů genotypu A 

vykazovala vyšší variabilitu a byly příbuzné se subtypy A2 a A3. Dále bylo náhodně vybráno 

40 séropozitivních vzorků a 50 séronegativních vzorků ovcí a koz cílem navrhnout metodiku 

pro LAMP diagnostiku SRLV u ovcí a koz. Séronegativita byla jednoznačně potvrzena 

metodou LAMP u všech vzorků, séropozitivní vzorky byly potvrzeny ve 31 případech ze 40 

u ovcí i koz. Ke genotypizaci TMEM154 bylo náhodně vybráno 605 vzorků ovcí a 60 vzorků 

koz. Nejvíce séropozitivních zvířat bylo heterozygotních EK (61 %), homozygotních EE bylo 

58 % a homozygotních KK bylo 45 %. U ovcí byly identifikovány všechny tři genotypy, 

zatímco všechny kozy byly homozygotní o genotypu EE. 

 

 

Klíčová slova: maedi-visna, artritida a encefalitida koz, nPCR, LAMP, genotypizace 

  



 

  

Small ruminant lentiviruses – analysis of disease prevalence and 

distribution of SRLV genotypes in sheep and goat farms in the Czech 

Republic 

 

Abstract 

Maedi-visna in sheep, and arthritis and encephalitis in goats, are globally widespread 

and progressive inflammatory diseases caused by retroviruses belonging to the small ruminant 

lentivirus (SRLV) group. They cause lifelong infections in affected animals, characterised by 

slow progression to overt disease and are always fatal. The aim of this study was to determine 

the prevalence of SRLV disease in the Czech Republic, to map the genotypic representation 

of SRLV using phylogenetic analysis, and to analyse TMEM154 as a selected candidate 

marker of SRLV resistance in sheep and goats. A total of 3 410 sheep and goat blood samples 

were collected from 21 flocks. The seroprevalence of maedi-visna in sheep was found to be 

19.9% (556/2801), and the seroprevalence of arthritis and encephalitis in goats was 14.1% 

(86/609). All seropositive animals were tested by nested polymerase chain reaction (nPCR) 

for the presence of proviral DNA. Phylogenetic analysis identified the SRLV genotype in 77 

sequences, of which 60 sheep and goat samples were genotype A and 17 sheep samples were 

genotype B. While all genotype B sequences were classified as subtype B2, the group of 

genotype A isolates showed higher variability and were related to subtypes A2 and A3. In 

addition, 40 seropositive and 50 seronegative sheep and goat samples were randomly selected 

to design a methodology for LAMP (loop-mediated isothermal amplification) diagnosis of 

SRLV in sheep and goats. Seronegativity was clearly confirmed by the LAMP method in all 

samples, and seropositivity was confirmed in 31 out of 40 cases in both sheep and goats. 605 

sheep and 60 goat samples were randomly selected for TMEM154 genotyping. Most 

seropositive animals were heterozygous EK (61%), 58% were homozygous EE, and 45% 

were homozygous KK. In sheep, all 3 genotypes were identified, while all goats were 

homozygous EE. 
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1 Úvod 

Maedi-visna (MV) ovcí a artritida a encefalitida koz (CAE) a jsou perzistentní 

onemocnění způsobená blízce příbuznými viry ze skupiny lentivirů malých přežvýkavců 

(SRLV). Byl zaznamenán i mezidruhový přenos či koinfekce. Onemocnění jsou 

charakterizována celoživotním přetrváváním kauzálního agens v hostitelských monocytech 

a makrofázích a proměnlivou délkou doby mezi infekcí a indukcí sérologicky detekovatelné 

antivirové protilátkové odpovědi. Většina infikovaných zvířat nevykazuje klinické příznaky 

onemocnění, ale zůstává trvale infikována a je schopna přenášet virus. Přenos probíhá 

nejčastěji laktogenní a kapénkovou cestou. U určitého procenta se klinická choroba vyvine 

v jednom nebo několika cílových orgánech, přičemž nejčastěji jsou to plíce, klouby, vemeno 

či nervový systém. Existuje mnoho faktorů ovlivňujících patogenezi onemocnění, např. věk, 

plemeno, cesta expozice, možné sekundární infekce či podmínky chovu, nicméně onemocnění 

má vždy letální průběh. Vzhledem k celosvětovému výskytu onemocnění SRLV a jeho 

nezanedbatelnému socioekonomickému dopadu na mezinárodní obchod se zvířaty a jejich 

produkty, zařadila Světová organizace pro zdraví zvířat CAE a MV na seznam 

oznamovatelných chorob suchozemských a vodních živočichů. Ekonomické ztráty jsou 

způsobeny především sníženou fertilitou, nižší hmotností mláďat po porodu i po odstavu, 

sníženou laktací a přímými ztrátami v důsledku abortů, úhynu či nucené porážky. Kritickým 

parametrem pro kontrolu a eradikaci onemocnění je rychlá, včasná a přesná diagnostika 

SRLV. Většina současných kontrolních a eradikačních programů je založena na detekci 

protilátek proti viru a případné konfirmaci průkazem provirové DNA (kyselina 

deoxyribonukleová). Hlavním nedostatkem kontrolních a eradikačních programů je 

skutečnost, že výše zmíněné diagnostické metody jsou limitovány především intermitentní 

protilátkovou odezvou, dlouhou sérokonverzí a antigenní heterogenitou. V případě průkazu 

provirové DNA je limitujícím faktorem virová genetická heterogenita a nedostatek 

spolehlivých univerzálních primerů či nízká virová zátěž. Výše uvedené diagnostické metody 

mohou dokonce občas poskytovat opačné výsledky, což s výše zmíněnými nevýhodami 

jednotlivých metod může vést k diagnostickým selháním a mnoho infikovaných zvířat 

zůstává nediagnostikovanými přenašeči viru. Proti infekcím SRLV neexistuje vakcína ani 

léčba. Snížení ekonomických ztrát v důsledku rozvinutí onemocnění s klinickými příznaky lze 

podpořit kvalitním managementem, včetně selektivního šlechtění s využitím genetických 

markerů. U některých plemen byla prokázána vyšší rezistence, či naopak vyšší vnímavost 

k infekci SRLV. Tyto meziplemenné rozdíly v prevalenci a koncentraci proviru naznačují 
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silný genetický základ pro náchylnost k infekci SRLV. S využitím celogenomové asociační 

studie bylo identifikováno několik lokusů asociovaných s odolností malých přežvýkavců vůči 

lentivirovým infekcím, přičemž nejvíc nadějí je vkládáno do transmembránového proteinu 

154 u ovcí. K účinné eradikaci onemocnění se jako nejefektivnější jeví využití kombinace 

genetické selekce s metodami časné a precizní diagnostiky SRLV. K dosažení optimálních 

výsledků je třeba dalších studií v oblasti geneticky podmíněné rezistence a imunogenetiky 

hostitele, dále pak v genetice viru a významná je i otázka vývoje preciznějších diagnostických 

metod. 
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2 Literární rešerše 

2.1 Taxonomie lentivirů 

Podle aktuálního zařazení Mezinárodního výboru pro virologickou taxonomii 

(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV), patří rod Lentivirus do čeledi 

Retroviridae, podčeledi Orthoretrovirinae a zahrnuje 10 druhů (tab. 1): Bovine 

immunodeficiency virus (BIV), Jembrana disease virus (JDV), Caprine arthritis encephalitis 

virus (CAEV), Maedi-visna virus (MVV), Equine infectious anemia virus (EIAV), Feline 

immunodeficiency virus (FIV), Puma lentivirus (PLV), Human immunodeficiency virus - 1 

(HIV-1), Human immunodeficiency virus - 2 (HIV-2), Simian immunodeficiency virus (SIV) 

(ICTV, 2021). 

Retroviry jsou dle Baltimorovy klasifikace řazeny do skupiny VI, mezi viry 

s jednořetězcovým RNA genomem s pozitivní polaritou (+ssRNA; positive-sense single-

stranded Ribonucleic acid). Ve svém replikačním cyklu mají meziprodukt DNA 

(deoxyribonucleic acid), tzn. že se jedná o viry s reverzní transkriptázou (Expasy, 2019).  

 

Tab. 1: Druhy rodu Lentivirus (ICTV, 2021) 

Skupina Název viru   Zkratka   GenBank 
Délka 

(nt) 

Gen 
Hostitel 

(počet) 

Bovine Bovine immunodeficiency v. BIV NC_001413 8482 5 Bos taurus 
Bos taurus Jembrana disease virus JDV NC_001654.1 7732 8 

Equine Equine infectious anemia v. EIAV NC_001450 8359 4 Equus caballus 
Feline Feline immunodeficiency v. FIV NC_001482 9474 6  Felis silvestris 

Puma lentivirus PLV 
NC_038669.1 

9100 4 
další kočkovité 

šelmy 
Primate Human immunodeficiency v. - 1 HIV-1 NC_001802 9181 10 Homo sapiens 

Homo sapiens Human immunodeficiency v. - 2 HIV-2 NC_001722 10359 9 

Simian immunodeficiency v. SIV NC_001549 9623 6  izolován u více 

než 40 druhů 

primátů 
Simian immunodeficiency v. 

SIV-mnd 2 
SIV-mnd 

2 
NC_004455 9518 8  

Caprine

/ovine 

Caprine arthritis encephalitis v. CAEV NC_001463 9189 6 Ovis aries 

 Maedi-visna v. MVV NC_001452 9202 6  Capra hircus 
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2.2 Stavba viru 

Virion MVV a CAEV je obalený, sférický až mírně pleomorfní, s průměrem 80–120 

nm a skládá se z jádra a obalu (obr. 1), přičemž je složen z 65 % z proteinů, ze 35 % lipidů 

a 1-2 % tvoří RNA (Vogt, 1997). Nukleokapsida s komplexní symetrií přímo obaluje genom 

viru. Z fosfolipidového obalu pocházejícího z plazmatické membrány hostitelské buňky 

vyčnívají na povrch glykoproteinové výčnělky peplomer proteiny (spike proteins). Genom je 

tvořen dvěma identickými nesegmentovanými molekulami jednořetězcové RNA (Nováková 

et al., 2016). 

 

2.2.1 Virion 

Obal je formován membránovou dvojvrstvou složenou z buněčných fosfolipidů 

hostitelské buňky, mezi které jsou inkorporovány glykoproteiny (kódované v genomu viru): 

transmembránové glykoproteiny, na které jsou pomocí nekovalentních interakcí navázány 

povrchové glykoproteiny ve formě glykoproteinových peplomer. Spike proteiny jsou 

zodpovědné za vazbu na receptory hostitelské buňky. Jádro neboli nukleokapsid je proteinová 

schránka tvaru komolého kužele, obsahující stejně jako ostatní retroviry dvě lineární 

molekuly virové +ssRNA a enzymy nezbytné pro replikaci viru (Blacklaws, 2009; Gomez-

Lucia et al., 2018). 

 

Obr. 1: Schéma virové částice SRLV (Blacklaws, 2009) - upraveno 
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2.2.2 Genom 

Diploidní RNA genom lentivirů malých přežvýkavců (small ruminant lentivirus; 

SRLV) je dlouhý 9 202 nukleotidů u MVV a 9 189 nukleotidů u CAEV. Na základě 

sekvenování různých kmenů a molekulárních klonů byly determinovány tři strukturální geny 

běžné u replikace schopných retrovirů: gag (group-specific antigen), pol (polymerase) a env  

Obr. 2: Schematické znázornění distribuce genů v provirových genomech MVV a CAEV. Pod 

konkrétním LTR jsou vyznačeny obsažené sekvence důležité pro transkripci (enhancer – 

zesilovač, promotor, polyadenylační signál – poly(A) konec) (Gomez-Lucia et al., 2018) - 

upraveno 

 

 

(envelope) (v pořadí 5′-gag-pol-env-3′). Tři konzervované otevřené čtecí rámce (open reading 

frame; ORF) nacházející se mezi geny pol a env byly přiřazeny třem doplňkovým regulačním 

genům: vif (virion infectivity factor), vpr-like (viral protein R) neboli tat (transactivator 

protein) a rev (regulator of expression of virion proteins), přičemž funkce genových produktů 

byly odvozeny přímým studiem MVV a CAEV a také porovnáním s HIV a ostatními druhy 

lentivirů (Villet et al., 2003). Stejně jako u ostatních retrovirů, ohraničují provirovou DNA 

SRLV dlouhé terminální repetice (long terminal repeat, LTR) obsahující promotorové prvky 

(cis elementy) potřebné pro transkripci, integraci a polyadenylaci virové RNA. Dlouhé 

terminální repetice jsou rozděleny do 3 funkčních oblastí: U3 (unique 3' region) oblast je 

odvozena od sekvence jedinečné pro 3' konec RNA, R (repeat) je odvozena od sekvence 

opakující se na obou koncích RNA a U5 (unique 5' region) je odvozena od sekvence 
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jedinečné pro 5' konec RNA. Velikosti těchto tří elementů se mezi retroviry značně liší, 

přičemž velikost U3 u lentivirů dosahuje přibližně 450 nukleotidů, R 100 nukleotidů a U5 80 

nukleotidů. Dlouhé terminální repetice hrají také důležitou roli v buněčném tropismu, 

patogenezi a při replikaci SRLV (obr. 2) (Agnarsdottir et al., 2000; Gomez-Lucia et al., 2014, 

2018; Vogt, 1997). 

2.2.2.1 Gen gag 

Gen gag kóduje prekurzor strukturálních proteinů viru gag (Pr55gag). Ten je následně 

zpracován na proteiny p16MA, p25CA a p14NC (Vigne et al., 1982). Sekvence těchto 

proteinů v genu gag je konzervována u všech retrovirů. Funkcí těchto vnitřních strukturálních 

glykoproteinů je především ochrana provirové DNA.  

Největší a nejhojněji se vyskytující glykoprotein je kapsidový protein (p25CA). Ve 

zralém virionu tvoří hydrofobní jádro virionu (tzv. core), které obaluje genomový komplex 

RNA/nukleokapsid (UniProt, 2022a). Je syntetizován ve velkém množství a v organismu 

hostitele vyvolává silnou protilátkovou odpověď během infekce, což je dobře využitelné pro 

diagnostické testy založené na metodě ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Zhao 

et al., 2021). Jako součást polyproteinu hraje Gag významnou roli v procesu skládání virové 

kapsidy a jejím zrání. Kapsidový protein se skládá z N-terminální (tzv. core) domény důležité 

pro zrání virionu a C-terminální (tzv. dimerizační) domény, která zprostředkovává vzájemné 

interakce mezi Gag molekulami (Andrésdóttir, 2018; Strnad et al., 2003). 

N-terminální doména Gag je tvořena proteinem matrixu p16MA. Ve virionu je 

lokalizovaný mezi virovou membránou a kapsidovým proteinem viru a ve zralém virionu 

pokrývá spodní stranu lipidového obalu viru. Dodává virionu stabilitu a tuhost. Zajišťuje 

spojení mezi kapsidou a obalem (směřuje polyproteinový Gag prekurzor na místo skládání 

kapsidy) a je zodpovědný za zprostředkování vazby Gag prekurzoru s buněčnou plazmatickou 

membránou vedoucí k získávání faktorů virových i hostitelských (Andrésdóttir, 2018; Bell & 

Lever, 2013; Olech & Kuźmak, 2020). 

Protein nukleokapsidy (p14NC) obaluje a chrání virovou genomovou nesestříhanou 

dimerní RNA (guide RNA; gRNA) (Molaee et al., 2020; Pepin et al., 1998; Shah et al., 

2004a). Obsahuje dvě domény se zinkovými prsty (Cys-X(2)-Cys-X(4)-His-X(4)-Cys) 

(CCHC motiv), z nichž každá váže jeden zinečnatý iont a mezi retroviry jsou vysoce 

konzervované (Morcock et al., 2000). Zinkové prsty pak selektivně vážou RNA pomnoženého 

viru pro enkapsidaci do nového virionu. Působí jako chaperon nukleové kyseliny, který se 
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podílí na přeskupení sekundární struktury nukleové kyseliny během reverzní transkripce 

gRNA (Massa et al., 2021; UniProt, 2022b). Zatímco zinkové prsty jsou lokalizovány 

v centrální globulární oblasti, N- a C-terminální domény jsou relativně volné, bez globulární 

struktury (South & Summers, 1993; Strnad et al., 2003). 

2.2.2.2 Gen pol 

Gen pol kóduje enzymy, které se podílejí na replikaci a integraci DNA: reverzní 

transkriptázu (RT) s aktivitou ribonukleázy H (RNáza H), proteázu (PR), deoxyuridin 5′-

trifosfát nukleotidohydrolázu (dUTPáza) a integrázu (IN) (Blacklaws, 2009). 

Klíčovým enzymem retrovirů je reverzní transkriptáza, RNA-dependentní DNA 

polymeráza, která umožňuje transkripci virové RNA do provirové cDNA (complementary 

DNA). Jedná se o heterodimer, který vykazuje aktivitu RNázy H (Blacklaws, 2009). Reverzní 

transkriptáza je multifunkční enzym, který v cytoplazmě převádí genomovou virovou dimerní 

RNA na dsDNA (double-stranded DNA) krátce po vstupu viru do buňky. Tento enzym 

vykazuje aktivitu DNA polymerázy, která může kopírovat templát DNA nebo RNA (templát 

i primer; pouze dNTPs – deoxyribonukleosidtrifosfáty mohou být inkorporovány) i aktivitu 

RNázy H, jež štěpí vlákno RNA pouze ve formě heteroduplexu RNA/DNA nebo RNA/RNA 

v částečně procesivním 3'→5' endonukleázovém režimu a produkuje krátké oligonukleotidy 

s 5´-fosfátem, 3´-OH. Konverze virové genomové RNA na dsDNA vyžaduje mnoho kroků: 

tRNALys1,2 (transferová RNA s lysinem na pozici 1 a 2) je komplementární a váže se na 

vazebné místo pro primer (primer binding site; PBS) umístěné na 5' konci virové RNA; RT 

používá 3' konec primeru – tRNA k provedení krátkého kola syntézy RNA-dependentní -

ssDNA. Čtení pokračuje oblastí U5 a končí po opakovaném výskytu oblasti R, která je 

přítomna na obou koncích virové RNA. Část heteroduplexu RNA/DNA je štěpena RNázou H, 

což vede ke vzniku ssDNA/tRNA primer. Výše zmíněná ssDNA/tRNA hybridizuje 

s identickou R oblastí umístěnou na 3' konci virové RNA. Reverzní transkriptáza používá 3' 

konec této nově syntetizované krátké ssDNA k provedení syntézy celého templátu RNA-

dependentní –DNA. RNáza H štěpí templát RNA s výjimkou polypurinového traktu (PPT) 

umístěného na 5' konci genomu. Není jasné, zda aktivity polymerázy i RNázy H probíhají 

současně. Aktivita RNázy H pravděpodobně může probíhat jak v závislosti na polymeráze 

(RNA naštěpená na malé fragmenty stejnou RT provádějící syntézu DNA), tak v režimu 

nezávislém na polymeráze (štěpení zbývajících fragmentů RNA volnými RT). Dále pak RT 

provádí DNA řízenou syntézu +DNA pomocí PPT, které nebyly odstraněny RNázou H jako 



 

 16 

primery a teprve poté jsou PPT a tRNA primery odstraněny RNázou H. Vazebná místa pro 

primer na 3 'a 5' koncích ssDNA hybridizují za vzniku meziproduktu – cirkulární dsDNA. 

Virová RT má dislokázovou aktivitu a reverzní transkripce končí syntézou lineární dsDNA 

kopie virového genomu s tupými konci, která na obou koncích obsahuje LTR (Cavalieri et al., 

2018; UniProt, 2022b). 

Retrovirová proteáza – retropepsin hraje klíčovou roli při zpracování primárního 

translačního produktu a zrání virové částice; zprostředkovává proteolytické štěpení 

polyproteinových prekurzorů gag a gag-pol během nebo krátce po uvolnění virionu 

z plazmatické membrány, což způsobuje výrazné morfologické změny vedoucí k přeměně 

nezralé částice na infekční virus (Konvalinka et al., 2015). Štěpení probíhají na přesně 

definovaných místech jako uspořádaná, postupná kaskáda za vzniku cílových proteinů. Tento 

proces se nazývá maturace a dosahuje maximální aktivity během pučícího procesu těsně před 

uvolněním částic z buňky (UniProt, 2022c). Sekvenování PR odhalilo podobnosti s enzymy 

z rodiny aspartátových proteináz, u kterých dva zbytky kyseliny asparagové (každý umístěný 

ve vysoce konzervovaném motivu Asp-Thr/Ser-Gly) aktivují molekulu vody k hydrolýze 

cílové peptidové vazby. Porovnání sekvencí retrovirových genomů ukázalo, že tento 

konzervovaný motiv je kódován ve všech známých retrovirech (Barrett et al., 2012; Mótyán et 

al., 2020; Vogt, 1997). 

V genomu lentivirů je gen kódující enzym dUTPáza umístěn v čtecím rámci pol mezi 

oblastmi kódujícími RNázu H a integrázu. Tato enzymová aktivita byla identifikována pouze 

u FIV, EIAV, CAEV a MVV. Zdá se, že aktivita dUTPázy snižuje frekvenci mutací 

G (guanin) za A (adenin). V případě CAEV se viry s deficitem dUTPázy in vitro replikují 

pomaleji v makrofázích a in vivo vykazují mírné oslabení patogenity. Naproti tomu se 

ukázalo, že MVV s nedostatkem dUTPázy je stejně patogenní in vivo jako virus divokého 

typu (Eltahir, 2011; Gudmundsdóttir et al., 2010; Pepin et al., 1998; Pétursson et al., 1998; 

Reina et al., 2009a; Reina et al., 2006). 

V každém virionu je s virovou RNA asociována reverzní transkriptáza a integráza. Po 

reverzní transkripci provirus migruje k jádru hostitelské buňky a genom provirové 

dvouřetězcové DNA s tupými konci je integrován do DNA hostitelské buňky mechanismem 

zprostředkovaným IN. Tento protein štěpí oba 3 ́-terminální konce virové DNA po vysoce 

konzervovaném dinukleotidu CA a odstraňuje dva terminální nukleotidy. Tato místně 

specifická štěpící reakce, označovaná také jako 3 ́ endonukleázová reakce, vede ke vzniku 3 ́-

OH skupiny na obou koncích lineární virové DNA. Předpokládá se, že k tomu dochází 

v preintegračním komplexu před vstupem do jádra, kde probíhá následná inkorporace. 
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V jednokrokové transesterifikační reakci IN katalyzuje nukleofilní atak 3 ́-OH skupin 

zpracované virové DNA k přerušení fosfodiesterových vazeb v hostitelské DNA a současně 

spojuje virovou a hostitelskou DNA dohromady. Tato koordinovaná reakce se označuje jako 

integrace DNA (Berger et al., 2001; Bushman et al., 1990; Pepin et al., 1998). 

2.2.2.3 Gen env 

Gen env kóduje dva typy proteinů v obalu virové částice: povrchové 

a transmembránové glykoproteiny. Stejně jako u jiných retrovirů je glykoprotein syntetizován 

jako prekurzorový protein (gp160) a následně štěpen proteázou hostitelské buňky na dvě 

podjednotky: povrchový glykoprotein (surface glycoprotein; SU – gp135SU) 

a transmembránový glykoprotein (transmembrane glycoprotein; TM – gp46TM). Povrchový 

protein obsahuje domény, které jsou rozpoznávány buněčnými receptory. Váže virus na 

hostitelskou buňku vazbou na její receptor. Tato interakce spouští refolding TM proteinu 

a předpokládá se, že aktivuje jeho fúzogenní potenciál demaskováním jeho fúzního peptidu. 

Transmembránový glykoprotein zprostředkovává fúzi, ke které dochází na plazmatické 

membráně hostitelské buňky (UniProt, 2022d). Povrchový protein stimuluje produkci 

protilátek a je geneticky variabilní, takže modifikace v povrchových glykoproteinech určují 

antigenní variabilitu různých izolátů (Gomez-Lucia et al., 2018; Olech & Kuźmak, 2020). 

Transmembránový protein působí jako virový fúzní protein třídy I. Je ukotven 

v lipidové dvojvrstvě virového obalu a má fúzní kapacitu lipidových membrán (umožňuje fúzi 

mezi virovým obalem a membránou hostitelské buňky). Na SU protein je navázán 

nekovalentní vazbou. Podle současného modelu má protein minimálně 3 konformační stavy: 

nativní stav před fúzí, přechodný stav před utvořením vlásenky a stav vlásenky po fúzi. 

Během fúze virové a buněčné membrány zaujmou N-terminální coiled-coil domény 

(heptadové repetice) motiv „trimer-of-hairpins“, která umožní umístění fúzního peptidu do 

těsné blízkosti C-terminální oblasti ektodomény (UniProt, 2022d). Vzhledem k tomu, že je 

fúzní peptid vložen do buněčné membrány a transmembránový segment je ukotven ve virové 

membráně, předpokládá se, že tvorba motivu trimer-of-hairpins usnadňuje apozici 

a následnou fúzi virových a buněčných membrán. Fúze membrán vede k distribuci 

nukleokapsidu do cytoplazmy (Malashkevich et al., 2001). Transmembránový glykoprotein je 

mnohem konzervativnější a je proto využitelný v ELISA testech (Bertoni et al., 1994; Gomez-

Lucia et al., 2018; Rosati et al., 1995). 
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Glykoproteiny obalu lentivirů mají mnoho důležitých biologických funkcí a obsahují 

epitopy odpovědné jak za indukci neutralizujících protilátek, tak za interakci viru 

s receptorem hostitelské buňky (Pepin et al., 1998). Během sestavování viru je komplex 

SU/TM začleněn jako heterotrimerní hroty (peplomery) do lipidové dvojvrstvy vznikajících 

virionů (Checkley et al., 2011).  

2.2.2.4 Doplňkové regulační geny 

Umístění doplňkových regulačních genů koliduje v různých čtecích rámcích 

s oblastmi pol a env (obr. 2). Obsahují především informace pro syntézu proteinů regulujících 

virovou replikaci (tab. 2). Jedná se o tyto geny: 

• vif, jehož produkt je nezbytný k infekčnosti viru, je důležitým faktorem boje proti 

obranným mechanismům buňky hostitele – inhibuje inkorporaci cytidin deaminázy do 

virionu, a tak brání degradaci nové cDNA či záměně G za A (Franzdóttir et al., 2016; Pepin et 

al., 1998; Zhang et al., 2014). Gen vif kóduje protein 29 kDa (230 aa, amino acids), který 

u přirozeně infikovaných zvířat indukuje slabou imunitní odpověď (lze detekovat pomocí 

metody Western blot). Tento protein není homologní s cysteinovou proteázou jako celek, ale 

obsahuje motiv, který je homologní s cysteinovou proteázou a je translatován během 

pozdních stádií replikace viru. Výzkumy využívající CAEV a HIV naznačují, že vif hraje 

klíčovou roli v pozdních fázích životního cyklu viru, tj. během morfogeneze 

nukleoproteinového jádra viru. Gen vif je nezbytný pro infekčnost SRLV, přičemž protein Vif 

– evolučně získaný faktor virové infekčnosti chrání virový genom před uzavřenými 

mutagenními aktivitami. Jedním z významných vnitřních antivirových faktorů omezujících 

virovou replikaci v hostiteli a potenciálně blokujících mezidruhový přenos viru, je APOBEC3 

(apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like 3). Proteiny APOBEC3 

jsou inkorporovány do nascentních virionů SRLV, kde je v důsledku tohoto zvýšena 

chybovost RT a dochází ke vzniku hypermutací vkládáním G za A do nově syntetizovaných 

virových genomů, což vede k ukončení replikace viru. Aby se eliminoval antivirový účinek 

proteinů APOBEC3, Vif tyto antivirové proteiny exprimované v buňkách produkujících virus 

degraduje ubikvitin-proteazomovou cestou (ubiquitin proteasome pathway; UPP) (Conticello 

et al., 2003; Desimmie et al., 2014; Gomez-Lucia, 2021; Knecht et al., 2021; Kosugi et al., 

2021; Kristbjörnsdóttir et al., 2004; Pepin et al., 1998; Refsland et al., 2010; Refsland & 

Harris, 2013; Sheehy et al., 2003; UniProt, 2022e; Xu et al., 2004). 
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• vpr-like (tat) (1,7 kb mRNA – messenger RNA) kóduje protein 10 kDa (94 aa u ovcí, 

87 aa u koz), který byl poprvé popsán pro svou roli při stimulaci genové exprese řízené 

virovým promotorem umístěným na 5’ LTR. Historicky byl Tat považován za ekvivalent 

proteinu Tat jiných lentivirů, jelikož mu byl přisuzován trans-aktivační účinek. Zatímco Tat 

proteiny jsou u HIV, SIV, BIV či EIAV nezbytné pro účinnou replikaci viru a silně 

transaktivují své LTR po vazbě na sekvenci TAR (trans-activating response element), MVV, 

CAEV a FIV sekvenci TAR nemají a protein „Tat“ SRLV se později ukázal jako velmi slabý 

transaktivátor (Barros et al., 2005; Sargan & Bennet, 1989; Villet et al., 2003). Nedávné 

studie prokazující začlenění tohoto proteinu do virových částic a jeho schopnost 

zprostředkovat zastavení buněčného cyklu ve fázi G2/M vedly k závěru, že protein Tat by 

u SRLV bylo lepší považovat za protein podobný proteinu Vpr lentivirů primátů (Vpr-like) 

(Thormar, 2005). Protein Vpr-like indukuje zástavu buněčného cyklu při přechodu G2 na 

mitózu připojením adaptéru DCAF1 Cul4A (Ddb1–cullin4-associated-factor 1) ubikvitin 

ligázy k zatím neidentifikovanému cílovému proteinu hostitelské buňky asociovanému se 

zástavou G2 fáze. Zastavení buněčného cyklu vytváří příznivé prostředí pro maximalizaci 

exprese a produkce viru. Protein kódovaný tímto genem zprostředkovává akumulaci virové 

mRNA prostřednictvím vazebných míst v oblasti U3 LTRs AP-1 (activator protein-1, 

aktivátorový protein-1) a AP-4 (activator protein-4, aktivátorový protein-4) nebo vazbou na 

transkripční buněčné faktory c-Fos a c- Jun (Morse et al., 1999). Protein obsahuje doménu 

bohatou na leucin, jež je pravděpodobně zodpovědná za cílení proteinu na místa AP-1 ve 

virovém LTR. Aktivátorový protein1 a AP-4 se podílejí na latenci (Duverger et al., 2013; 

Imai & Okamoto, 2006). Samotný protein ze SRLV může přispívat k virové patogenezi 

indukcí folikulárních lymfoproliferativních poruch v různých orgánech. Působení VPR-like 

proteinu může být zprostředkováno stimulací buněčných genů, jako jsou geny pro cytokiny. 

Může však přispět k úspěšné interakci mezi virem a hostitelem „získáním“ nebo modulací 

buněčných faktorů podílejících se na zahájení transkripce během procesu dozrávání monocytů 

na makrofágy, což vede ke zvýšené expresi genů viru in vivo. Kromě toho může přítomnost 

nebo nepřítomnost sekvencí AP-1 nebo podobných AP-1 alespoň částečně vysvětlit rozdíly 

v tropismu mezi různými izoláty MVV, jako jsou EV1 (britský izolát) a SA-OMVV 

(jihoafrický izolát) oproti K1514 (islandský izolát) (Gomez-Lucia, 2021; Pepin et al., 1998). 

Při sledování virů CAE s odstraněným genem bylo zjištěno, že tento gen není nezbytný pro 

replikaci viru – delece genu vedla pouze k mírnému účinku na replikaci in vitro i in vivo. 

Protein Vpr-Like se také podílí se na apoptóze (Guenzel et al., 2014). Vpr-like protein je 

začleněn do virionu, což ukazuje na roli v raných krocích replikace viru. Dále je součástí 
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komplexu reverzní transkripce (reverse transcription complex; RTC) a také preintegračního 

komplexu (pre-integration complex; PIC) a je lokalizován v jádře (Andrésdóttir, 2018; Rea-

Boutrois et al., 2009; UniProt, 2022f; Villet et al., 2003). 

• rev se podílí na regulaci virové exprese, reguluje transport, zpracování a translaci 

mRNA viru. Produktem genu rev je protein 19 kDa (167 aa) odvozený z mRNA 1,4 kb, 

s „coiled-coil“ doménou. Gen rev obsahuje čtyři exony: vedoucí segment (exon 1), 

nepřeložená část (exon 2) a dva translované exony 3 a 4. Rev je regulační fosfoprotein 

lokalizovaný v jádře a jadérku infikované buňky, exprimovaný časně v infekčním cyklu, který 

hraje hlavní roli v transportu nesestříhané nebo neúplně sestříhané virové pre-mRNA (pozdní 

transkripty) z jádra do cytoplazmy infikovaných buněk. Tyto pre-mRNA nesou rozpoznávací 

sekvenci zvanou Rev responzivní element (rev responsive element; RRE) umístěnou v genu 

env, který není přítomen v plně sestřižených virových mRNA (časné transkripty). Rev protein 

obsahuje jaderný lokalizační signál (nuclear localization signal; NLS), který umožňují 

proteinu procházet jadernou membránou a vykonává svou regulační roli právě 

prostřednictvím RRE (který je schopen vázat RNA prostřednictvím RNA vazebného místa). 

Tato funkce je nezbytná, protože většina virových proteinů je překládána z nesestříhaných 

nebo částečně sestříhaných pre-mRNA, které nemohou opustit jádro cestou používanou plně 

zpracovanými buněčnými mRNA. Motiv vázající RNA se váže na RRE přítomný v neúplně 

sestřižených virových pre-mRNA. Tato oblast také obsahuje NLS, která zprostředkovává 

jadernou lokalizaci. Tyto překrývající se funkce zabraňují nežádoucímu návratu Rev 

vázaného na RRE do jádra. Jakmile se Rev naváže na RRE, NLS se „zamaskuje“, zatímco 

jaderný exportní signál (nuclear export signal; NES) zůstane přístupný (Andrésdóttir, 2018; 

Gomez-Lucia, 2021; Pepin et al., 1998; Vigne et al., 1987). Základní role Rev je ilustrována 

místně cílenou mutagenezí ve 4. exonu: ukázalo se, že Rev-mutagenizovaný virus je 

neinfekční (Gomez-Lucia, 2021; Pepin et al., 1998; UniProt, 2022g). 
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Tab. 2.: Geny SRLV a základní funce kódovaných proteinů 

ORF   produkt funkce 

gag 
prekurzor Gag 

p55 štěpen na: 

p16MA 
matrix-stabilita virionu, spojení kapsidy 

s obalem 

p25CA kapsid-hydrofobní jádro („core") 

p14NC nukleokapsid-obklopuje a chrání RNA 

pol 
prekurzor Gag/Pol 

štěpen na: 

p10PR 
proteináza-proteolýza Gag/Pol a Gag 

k produkci strukturálních proteinů 

p68RT 
reverzní trankriptáza: RNA dependentní DNA 

polymeráza, DNA dependentní DNA pol., 

Rnáza H 

p14DU 
dUtpáza-snižuje začlenění dUTP a tím mutaci A 

na G 

p35IN 
integráza-integrace provirové DNA do genomu 

hostitele 

env 
prekurzor Env 

gp135 štěpen na: 
gp135SU 

povrchový glykoprotein-vazba viru na buněčný 

receptor hostitele 

gp46TM transmembránový glykoprotein – fúzní protein  

vif  

 

inhibuje inkorporaci cytidindeamináz do virionu 

brání degradaci DNA a mutaci G na A. 

rev 

  

transport nesestříhané nebo neúplně sestříhané 

virové pre-mRNA z jádra do cytoplazmy 

infikovaných buněk 
vpr-like (tat)   zastavuje buněčný cyklus v G2 fázi   

 

 

2.2.3 Životní cyklus viru 

Kompletní životní cyklus lentivirů, vstupem do buňky počínaje a uvolněním nových 

virových částic konče, zahrnuje sled několika na sebe navazujících fází: adsorpce na 

vnímavou buňku, průnik virionu do buňky (penetrace) – jako výsledek fúze virové a buněčné 

membrány. Následuje rozbalení virionu (ztráta kapsidy a virového obalu) a uvolnění nukleové 

kyseliny a komplexu reverzní transkripce, vytvoření preintegračního komplexu, replikace 

virového genomu, transkripce, translace, vznik nového virionu (maturace – zrání) a nakonec 

uvolnění nových virionů z buňky hostitele. Jednotlivé fáze jsou regulovány jak virovými, tak 

buněčnými proteiny (Bukrinskaya, 2007). 

2.2.3.1 Vstup viru 

Stejně jako jiné obalené viry vstupují SRLV do hostitelské buňky prostřednictvím 

interakce glykosylovaného povrchového proteinu, konkrétně gp135SU s buněčným 
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receptorem/receptory, což umožňuje fúzi viru s membránou cílové buňky (Sánchez et al., 

2002). V případě SRLV bylo zkoumáno několik kandidátních receptorových proteinů, 

nicméně poslední výzkumy naznačují, že dominantní roli pravděpodobně sehrává buněčný 

manózový receptor CD206 (lecitinový endocytický receptor typu C, exprimovaný na 

makrofázích a dendritických buňkách), který rozpoznává manosylované zbytky ve virovém 

proteinu Env. Po navázání viru na receptor hostitelské buňky dochází ke spuštění fúzogenního 

potenciálu gp46TM, virová a buněčná membrána fúzují a virus vstupuje do buňky (Bruett et 

al., 2000; Crespo et al., 2011; Hovden & Sommerfelt, 2002; Ramírez et al., 2013). 

2.2.3.2 Reverzní transkripce 

Po fúzi virového obalu s membránou hostitelské buňky se virové jádro uvolní do 

cytosolu, dojde k disociaci kapsidového proteinu a degradaci jádra (Auewarakul et al., 2005; 

McDonald et al., 2002) a následné formaci RTC (Narayan & Young, 2004). Kompletní RTC 

obsahuje genomovou virovou RNA asociovanou s nukleokapsidovým proteinem, buněčný 

primer tRNA, enzymy RT, INT, PR, Vpr-like a p16MA (Briggs et al., 2003; Bukrinskaya, 

2007; Fassati & Goff, 2001). Jakmile je RTC v cytoplazmě a virus má přístup k nukleotidům 

hostitelské buňky, je zahájena reverzní transkripce virového genomu (Vogt, 1997). Syntéza 

DNA začíná ve specifické oblasti blízko 5' konce virové RNA s použitím 5' konce virové 

genomové +ssRNA jako začátku templátu a tRNALys1,2 navázané na vazebné místo pro primer 

(primer binding site; PBS) jako primeru (obr. 3). Výsledkem je krátký záporný řetězec DNA, 

který se nazývá -sssDNA (minus-strand strong-stop DNA). Obsahuje oblast R, U5 a stále 

ještě tRNA navázanou na PBS. Virová RNA, která sloužila jako templát, je postupně 

degradována aktivitou RNázy H reverzní transkriptázy, přičemž zůstává jednořetězcová 

DNA. Aby pokračovala syntéza záporného řetězce DNA, je -sssDNA translokována 

a hybridizována s komplementárními sekvencemi na 3' konci virové genomové RNA, která 

slouží jako templát pro pokračující syntézu a prodlužování záporného řetězce DNA 

(Champoux, 1994; Champoux & Schultz, 2009; K. A. Jones & Matija Peterlin, 1994). Poté 

RNáza H pokračuje v degradaci templátového řetězce ve směru 5'→3'. Není ale schopna 

degradovat polypurinový trakt (PPT) sousedící s oblastí U3 na 5' konci templátové RNA (Fu 

& Taylor, 1992; Gopalakrishnan et al., 1992). Segment PPT slouží jako primer pro zahájení 

syntézy +DNA (Charneau et al., 1992). Syntéza +DNA začíná kopírováním části tRNA, 

k získání krátkého řetězce +sssDNA (plus-strand strong DNA) ve směru 5’, dokud nedosáhne 

konce oblasti R. Jakmile je syntéza tohoto segmentu DNA dokončena, 3´konec nově 
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syntetizované DNA hybridizuje s R oblastí 3´konce virové RNA. Tato translokace se nazývá 

přenos prvního vlákna. RNáza H dokončuje degradaci tRNA a sekvence PBS ve vláknu 

nasedají na komplementární sekvence na 3' konci –sssDNA. Aktivita RNA-dependentní DNA 

polymerázy pokračuje syntézou DNA a prodlužováním kladných i záporných vláken (pomocí 

druhého vlákna jako templátu). Za zastavení elongace je zodpovědná modifikovaná báze, 

která se nachází v tRNA umístěné na 5' konci záporného vlákna DNA. Molekula 

dvouřetězcové DNA je zformována po odstranění tRNA lokalizovaných na 5' koncích 

(Bushman et al., 1990). Nově syntetizovaná dvouvláknová DNA zůstává spojena s virovými 

proteiny za vzniku PIC. Tento komplex se skládá z lineární virové DNA, matrixového 

proteinu, Vpr-like, integrázy a RT (Acheampong et al., 2003; Gomez-Lucia, 2021; 

Grandgenett & Mumm, 1990). 

V procesu, který zahrnuje duplikaci oblastí od 5' po 3' konce virového genomu, jsou 

generovány i LTR, ohraničující DNA genom proviru. Vif blokuje buněčnou cytidindeaminázu 

APOBEC3 s cílem eliminovat míru chybovosti RT (Andrésdóttir, 2018; Gomez-Lucia, 2021). 

2.2.3.3 Integrace 

Provirová DNA ve formě preintegračního komplexu prochází jadernou membránou 

a pomocí virového enzymu integrázy přítomného v PIC je integrována do chromozomu 

hostitelské buňky. Protein Vpr-like (přítomný také ve virové částici, RTC a PIC) hraje 

v tomto procesu důležitou roli. Řídí jadernou lokalizaci PIC a zprostředkovává zastavení 

buněčného cyklu ve fázi G2, aby se usnadnila integrázou zprostředkovaná integrace provirové 

DNA do buněčného genomu hostitele. Ačkoli se předpokládá, že integrace lentivirů je 

náhodná, SRLV preferují exony nebo nekódující sekvence hostitelské DNA. Integrovaný 

provirus může zůstat v buněčné DNA bez následné exprese měsíce nebo i roky, dokud 

neproniknou jadernou membránou příslušné signální molekuly. Rozpoznají specifické krátké 

sekvence v oblasti U3 5´LTR – vazebná místa transkripčních faktorů (responzivní elementy) 

(transcription factor binding sites; TFBSs) spouštějící transkripci lentivirového genomu 

buněčnou RNA polymerázou II (Acheampong et al., 2003). 

Oblasti U3, R a U5 obsažené v LTRs na 5' a 3' konci genomu integrovaného proviru 

hrají důležitou roli v regulaci životního cyklu retroviru. Konkrétně 5' LTR obsahuje prvky pro 

regulaci transkripce a také pro syntézu RNA. V oblasti U3 se nachází transkripční regulační 

faktory – enhancer a promotor, zatímco v oblasti R jsou to CAP (Catabolite activator protein, 

známý též jako cAMP) a místo startu pro transkripci a místo polyadenylace mRNA. Mezi 
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promotorové elementy patří TATA Box a vazebná místa pro hostitelské AP-1 a AP-4 buněčné 

transkripční faktory, které jsou zodpovědné za up-regulaci transkripce prováděné buněčnou 

RNA polymerázou (Barros et al., 2005; Gabuzda et al., 1989; Hess et al., 1989). 

Buněčná RNA polymeráza II využívající provirovou DNA jako templát k transkripci 

jak sestřižené subgenomické mRNA, která bude translatována na cílové polyproteiny, tak 

kompletní virové RNA, která bude zabalena do nově vzniknuvší virové částice. Jako první 

jsou exprimovány doplňkové regulační geny. Jakmile produkty těchto genů dosáhnou 

příslušných úrovní, Rev usnadňuje export nesestříhaných a částečně sestříhaných transkriptů 

do cytoplazmy vazbou RRE na virovou RNA. Povrchový (a obvykle i transmembránový) 

glykoprotein kódovaný env podléhá N-glykosylaci. Oba tyto glykoproteiny jsou vloženy do 

diskrétních glykolipoproteinových mikrodomén (lipidové rafty) v cytoplazmatické membráně. 

Vnitřní proteiny viru podléhají částečné modifikaci (acylace mastnou kyselinou na N-konci 

MA proteinu), shromažďují se na plazmatické membráně, kde se spojují s SU a TM 

glykoproteiny za účelem zahájení pučení. V tomto pozdním stádiu, kdy je zahájena syntéza 

strukturálních a enzymatických proteinů, je syntéza regulačních transaktivátorů inhibována 

(Andrésdóttir, 2018; Cullen, 1992). 

2.2.3.4 Enkapsidace a sestavení virové částice 

Po enkapsidaci se nezralé virové částice uvolňují ven z buňky pučením. Proteináza 

štěpí polyproteiny uvnitř virionů, což vede ke vzniku zralé virové částice. Prekurzory Gag 

a Gag-Pol jsou transportovány do plazmatické membrány, kde se tvoří kapsida. Geny gag, pol 

a env kódují strukturální a enzymatické složky používané k zahájení procesu enkapsidace 

(balení) a sestavení do virionů. Gag proteiny jsou translatovány z nesestříhané virové RNA 

délky genomu na volných polyribozomech v cytoplazmě jako polyproteinové prekurzory 

(Jewell & Mansky, 2000). Krátce po své syntéze je polyprotein štěpen na protein MA, NC 

a CA virovou PR. Po štěpení zůstává MA protein připojen k virové membráně, zatímco CA 

protein tvoří jádro kolem komplexu RNA/NC (Hunter, 1994). Prekurzory Gag-Pol jsou 

zpracovány posunem ribozomálních rámců. Kódující sekvence gag a pol jsou v různých 

rámcích a během translace gag mohou ribozomy sklouznout o jeden nukleotid zpět a pak 

pokračovat v translaci genu pol. Glykoproteiny SU a TM jsou zpočátku syntetizovány jako 

větší prekurzorový polyprotein (gp160, SU-TM) ze sestřižené genomové RNA. Jakmile jsou 

proteiny Gag, Gag-Pol a Env syntetizovány, začnou agregovat v místě na buněčné membráně 

specifikovaném MA proteinem se dvěma kopiemi primerů virové RNA a tRNA k zahájení 



 

 25 

enkapsidace a sestavení virových částic. Genomová RNA lentiviru je vybrána pro enkapsidaci 

a sestavení prostřednictvím interakce mezi virovou sekvencí sbalovacího signálu ψ (psí 

sbalovací signál je zodpovědný za sbalování RNA do virového kapsidu) a NC proteinem. 

Tento ψ signál se nachází mezi 5' LTR a iniciačním kodonem Gag (Bjarnadottir et al., 2006). 

Pro sbalení viru jsou též velmi důležité zinkové prstové domény. Lentivirové genomové RNA 

jsou společně zabaleny jako volně spojené dimery ve virové částici v procesu označovaném 

jako dimerizace. Dimerizace retrovirové genomové RNA je nezbytná pro účinnou replikaci 

viru a je zprostředkována strukturálními interakcemi mezi identickými motivy RNA ve 

vedoucí sekvenci viru. In vitro studie domén odpovědných za tuto interakci identifikovala 

20nukleotidovou sekvenci, která funguje jako iniciační místo dimerizace jádra. Předpokládá 

se, že tato oblast tvoří strukturu GACG tetraloop. Motiv je u obou SRLV silně konzervován, 

což naznačuje křížovou funkční roli (Acheampong et al., 2003; Ballandras-Colas et al., 2022; 

Monie et al., 2005). 

2.2.4 Tropismus 

Ačkoli různé studie popsaly in vivo infekci v buňkách z epitelu mléčné žlázy, třetího 

očního víčka, kostní dřeně, samčího i samičího reprodukčního traktu, centrálního nervového 

systému a karpálních kloubů, hlavní cílové buňky pro SRLV in vivo jsou 

monocytární/makrofágové linie. In vitro bylo dosaženo virové produkce v širokém spektru 

buněčných typů, např. buňky synoviální membrány a choroidálního plexu. Vstup viru byl také 

detekován v buňkách heterologního původu, jako je lidská buněčná linie 293-T (Ali Al 

Ahmad et al., 2012; Andrésdóttir, 2018; Crespo et al., 2011; Lyall et al., 2000; Óskarsson et 

al., 2007; Thormar, 2005). Vzhledem k tomu, že SRLV nemá tropismus k T-lymfocytům, 

jako např. HIV, nezpůsobuje u malých přežvýkavců imunodeficienci (Gorrell et al., 1992; 

Heaton et al., 2012; Thormar, 2005). 
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Obr. 3: Schéma reverzní transkripce: a) virový genom – ssRNA slouží jako templát, podle kterého RT 

syntetizuje vlákno DNA s využitím hostitelské tRNA jako primeru (nasedá na PBS), b) syntéza 

krátkého úseku -sssDNA a degradace části templátové RNA, c) translokace a hybridizace -sssDNA 

s komplementární sekvencí (R) na 3' konci RNA, d) syntéza DNA, e) degradace RNA, kromě úseku 

PPT, f) PPT slouží jako primer pro syntézu +sssDNA, g) degradace PPT, translokace +sssDNA, 

h) sekvence PBS nasedají na komplementární sekvenci na 3' konci –sssDNA, RNA-dependentní DNA 

polymeráza pokračuje syntézou DNA a prodlužováním kladných i záporných vláken, i) nově 

syntetizovaná dvouvláknová DNA, j) DNA genom proviru s kompletními LTR (vlastní zpracování) 
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2.3 Historie onemocnění 

Maedi-visna byla poprvé popsána islandským vědcem Björnem Sigurðssonem roku 

1954, přičemž se jednalo o první virus z rodu Lentivirus, který byl izolován (Straub, 2004). 

Ačkoliv v mnoha zemích probíhala pravděpodobně nákaza bez povšimnutí, islandské ovce 

žijící po staletí v naprosté izolaci od zbytku světa, byly k nemoci velmi náchylné. Jako zdroj 

nákazy byli označeni berani karakulské ovce importovaní v roce 1933 z německého Halle. 

Epizootické studie ukazují, že mezi 20 exportovanými kusy byli 2 přenašeči bez klinických 

příznaků. Jeden způsobil epizootii v severní a druhý v západní části Islandu (Pálsson, 1976). 

Rychlému šíření infekce dopomohlo společné, dlouhé, zimní ustájení. Kvůli dlouhému 

preklinickému období se onemocnění nepozorovaně rozšířilo do mnoha stád a rozpoznáno 

bylo 6-7 let po importu. 

Virus byl pojmenován v islandském jazyce podle respiračních příznaků maedi (maedi 

– dispnoea) a neurologických příznaků visna (visna-chřadnutí), jako maedi-visna virus 

(Sigurdsson et al., 1960; Sigurdsson & Palsson, 1958). V průběhu roku 1965 na Islandu 

uhynulo v důsledku tohoto onemocnění přes 100 tisíc ovcí a dalších 650 tisíc bylo poraženo 

v rámci razantního eradikačního programu (Brinkhof, 2009). Lentiviry u ovcí byly 

identifikovány po celém světě a jsou různě označovány jako maedi-visna virus (MVV), 

visna/maedi virus (VMV), virus progresivní pneumonie ovcí (OPPV), ovčí lentivirus (OvLV), 

„Zwoegerziekte“ v Holandsku, „la Bouhite“ ve Francii či „Graaff-Reinet disease“ 

v Jihoafrické republice (Andrésdóttir, 2018; MacLachlan & Dubovi, 2016). 

U koz bylo onemocnění poprvé zaznamenáno v Indii, následovala hlášení z Německa 

a USA (1980) (Greenwood, 1995; Paul et al., 2021; Waseem et al., 2015). Na základě 

symptomů bylo onemocnění pojmenováno jako artritida a encefalitida koz. Roku 1980 byl 

původce identifikován jako lentivirus – virus artritidy a encefalitidy koz (CAEV). Zanedlouho 

poté byl jeho výskyt potvrzen ve většině evropských států (Cebra & Cebra, 2012). V roce 

2004 byl tento virus poprvé detekován v Japonsku (Konishi et al., 2016), kde byla v letech 

2006 až 2007 potvrzena séroprevalence tohoto onemocnění u 10 % z 857 vzorků séra. 

Hodnoty séroprevalence v USA, Kanadě a Evropě oscilují v rozmezí 38 až 81 %, zatímco 

v Anglii, Austrálii a rozvojových zemích dosahují maximálně 10 % (Cebra & Cebra, 2012). 

V Turecku byly v roce 2014 zjištěny protilátky u 7,14 % ze 162 angorských koz a 15,72 % ze 

491 koz kašmírských (Duman et al., 2014). Současná nákazová situace ukazuje na 

celosvětové rozšíření onemocnění SRLV s výjimkou Islandu, Nového Zélandu a Austrálie, 

které jsou v současné době jedinými zeměmi bez MVV, nikoli však CAEV (Brinkhof, 2009; 
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Cebra & Cebra, 2012). Lentivirus koz má stejnou organizaci genomu a cílové orgány jako 

MVV (Karr et al., 1996; Leroux et al., 1997; Zanoni, 1998). Lentiviry ovcí a koz se běžně 

označují jako lentiviry malých přežvýkavců a dělí se do pěti fylogenetických skupin A-E, 

které se opět dělí na podskupiny. Prototyp kmenů MVV je ve skupině A1, zatímco prototyp 

CAEV je ve skupině B1 (Andrésdóttir, 2018; Grego et al., 2007, 2009; Shah et al., 2004a). 

Vzhledem k tomu, že neexistují konkrétní právní předpisy, týkající se programů státní 

kontroly, mnoho zemí jako Nizozemsko, Finsko, Německo, Švýcarsko, Francie, Španělsko 

a Itálie zavedlo dobrovolné plány eradikace se spornou účinností. Dostupné epizootické údaje 

ukazují na rostoucí séroprevalenci zejména v evropských stádech, což znepokojuje zemědělce 

kvůli značným ekonomickým škodám v důsledku obchodních omezení, snížené produkce 

mléka ohrožující růst jehňat, zvýšené úmrtnosti novorozených jehňat a předčasné porážky 

infikovaných zvířat (Kalogianni et al., 2020). Světová organizace pro zdraví zvířat (World 

Organisation for Animal Health, OIE) zařadila SRLV na seznam oznamovatelných chorob 

suchozemských a vodních živočichů kvůli vysokému socioekonomickému dopadu na 

mezinárodní obchod se zvířaty a jejich produkty (Arcangeli et al., 2021; OIE, 2019). 

V České republice byl výskyt SRLV poprvé popsán počátkem 90. let na základě 

výsledků sérologické diagnózy detekcí specifických protilátek pomocí agarového 

imunodifuzního testu (agar gel immunodiffusion, AGID). První izolace viru a částečná 

genomová charakterizace lentiviru z české ovce byla publikována v roce 1997 (Celer et al., 

1997). Dalších šest českých ovčích lentivirových izolátů bylo charakterizováno s využitím 

amplifikace částečných sekvencí gag s využitím snPCR (seminested polymerase chain 

reaction). Výsledky potvrdily, že genotyp ovčího lentiviru v České republice je úzce příbuzný 

s prototypy kmenů maedi-visna K1514 (Island), EV1 (Skotsko) a SA-OMVV (Jižní Afrika), 

seskupenými do podskupiny A1 (Barták et al., 2018; Celer et al., 2000). 

 

2.4 Definice, popis, onemocnění 

Maedi-visna virus a virus artritidy encefalitidy koz byly dlouhou dobu považovány za 

druhově specifické, s MVV infikujícím ovce a CAEV infikujícím kozy, a to jak z hlediska 

tropismu hostitele, tak z hlediska klinických příznaků onemocnění. Později však molekulární 

epizootické studie ukázaly, že tyto dva viry představují spektrum variant schopných infikovat 

v přirozených podmínkách ovce i kozy navzájem a následně byl zdokumentován mezidruhový 

přenos i koinfekce (Aalberts et al., 2021; da Cruz et al., 2013; Fras et al., 2013; Michiels et 
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al., 2020; Minguijón et al., 2015). Proto se tyto viry souhrnně označují jako lentiviry malých 

přežvýkavců (Blacklaws, 2012). Vysoká rychlost virových mutací ve spojení se selektivním 

tlakem může formovat vývoj různých virů a změnit patogenezi i virový tropismus. Tropismus 

SRLV probíhá na základě interakce hostitel-virus na různých úrovních: buněčné, 

orgánové/tkáňové nebo hostitelské. Cílovou buňkou SRLV jsou monocyty či jejich 

prekurzory, infekce se však stává produktivní až po maturaci v makrofágy. Po integraci 

virového genomu do monocytu nebo jeho prekurzoru nedochází k okamžité transkripci ani 

translaci virových proteinů a imunitní systém hostitele z toho důvodu nedokáže reagovat na 

přítomnost viru v buňkách. Až po maturaci monocytu v makrofág (který mezitím migroval do 

cílových tkání a orgánů) dochází k transkripci a translaci virových proteinů a tvorbě nových 

virových částic, na které je imunitní systém hostitele schopen reagovat eliminací buněk 

produkujících virus. Vzhledem k tomu, že tyto buňky představují 10 % všech virem 

infikovaných buněk, zůstává v infikovaném organismu neustále dostatečně velká zásoba 

buněk s latentně ukrytým virem, zajišťujících jeho přežívání. Monocyt, hlavní cílová buňka 

SRLV, se bezprostředně po infikování in vivo chová jako „trojský kůň“ schopný šířit virus 

v těle a zároveň udržovat latentní infekci Tento mechanismus latentní diseminace viru 

v organismu označujeme jako mechanismus Trojského koně (Celer, 2010). 

Transkripce provirové DNA a genová exprese je potlačena, dokud infikované 

monocyty nedozrají na makrofágy (Minguijón et al., 2015). Jakmile jsou infikované 

makrofágy v cílových orgánech, iniciují virovou replikaci a transkripci virových genů, což 

vyvolává zánětlivou kaskádu. Navzdory intenzivní imunitní reakci nelze virus eliminovat 

a zvíře zůstane nosičem po celý život. Většina zvířat zůstává bez příznaků, ale u určitého 

procenta se klinická choroba vyvine v jednom nebo několika cílových orgánech. Subklinická 

infekce a progrese onemocnění se mohou pohybovat řádově od měsíců do let. Jak MV, tak 

CAE jsou nakonec smrtelné. Genetické faktory hostitele, virový kmen a management stáda 

ovlivňují výskyt, délku a spektrum postižení cílových orgánů (Larruskain & Jugo, 2013). 

Řádově měsíce po počáteční viremické fázi dojde k sérokonverzi (Gjerset et al., 2009). 

Klasické klinické příznaky, jejichž projevy souvisejí mimo jiné s virovým kmenem, se mohou 

projevit až roky po nakažení (Leroux et al., 2010). Lentiviry malých přežvýkavců obecně 

způsobují zápal plic, slabost, mastitidu, polyartritidu, encefalomyelitidu a progresivní 

paralýzu ovlivňující produkci a welfare zvířat (Kalogianni et al., 2020). Hlavními cílovými 

orgány jsou plíce, klouby, vemeno a nervový systém. K přenosu dochází jak vertikální, tak 

horizontální cestou (McNeilly et al., 2008). Infekce je celoživotní a jak naznačuje rodová 

nomenklatura (lentus; latinsky pomalý), lentiviry způsobují pomalé, progresivní onemocnění, 
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jež se během života hostitele může, nebo nemusí klinicky projevit. Onemocnění MV bylo 

pojmenováno pro své klinické respirační a neurologické projevy (dušnost, 

meningoencefalitida) a CAE byla pojmenována na základě artritických a/nebo neurologických 

příznaků onemocnění. U infikovaných jedinců dochází k celoživotní přetrvávající infekci 

v buňkách, zejména ve výše zmíněných orgánech a tkáních, stejně jako v lymfatických 

uzlinách a slezině (Ravazzolo et al., 2006). 

2.4.1 Přenos 

Přestože hlavní vstupní cestou pro průnik SRLV do těla hostitele je laktogenní cesta 

(Blacklaws et al., 2004; Gaeta et al., 2018; Peterhans et al., 2004) a kontakt mezi zdravými 

a infikovanými zvířaty (Álvarez et al., 2006; McNeilly et al., 2008), virová 

kompartmentalizace s migrací viru z krevního oběhu do jiných orgánů, jako je děloha, může 

být považována za další rizikový faktor (Araújo et al., 2020). 

Vertikální přenos je založen hlavně na požití infikovaného mleziva a/nebo mléka. 

Existuje předpoklad intrauterinního přenosu na základě výskytu provirové DNA ve tkáních 

dělohy, vejcovodu, vaječníků a pupečníku. Tropismus k buňkám reprodukčních orgánů 

potvrdilo velké množství studií (Araújo et al., 2020; Fieni et al., 2003; Martins et al., 2017; 

Oguma et al., 2014; Sousa et al., 2018). K horizontálnímu přenosu dochází přímým 

kontaktem mezi zvířaty, především pak infekčním aerosolem z respiračních sekretů 

(McNeilly et al., 2008). Virus MVV byl nalezen ve spermatu, ale přenos MVV pohlavní 

cestou nebyl dosud prokázán (Ali Al Ahmad et al., 2012; Peterson et al., 2008). 

2.4.1.1 Mezidruhový přenos 

De Souza et al. (2015) provedli studii s cílem zhodnotit možnost mezidruhového 

přenosu SRLV z koz na ovce. U všech 9 jehňat krmených kolostrem CAEV pozitivních koz, 

stejně jako u 9 jehňat krmených mlékem těchto koz, byla potvrzena nákaza SRLV. Z 8 ovcí 

ustájenými společně se dvěma CEV pozitivními kozami, došlo k prokazatelné nákaze u 6. 

U všech zvířat byla nákaza prokázána pomocí nPCR (nested PCR), přičemž sérologické 

vyšetření potvrdilo výsledky pouze u třech z těchto zvířat. Během 720 dnů pozorování 

nedošlo k manifestaci klinických příznaků. Sekvence viru získaná z infikovaných zvířat 

vykazovala vysokou shodu s prototypem CAEV-Cork. Nákaza CAEV byla potvrzena 

u kozorožce horského (Capra ibex) (Erhouma et al., 2008) a kamzíka běláka (Oreamnos 

americanus) (Patton et al., 2012). Pozitivní nález specifických protilátek proti SRLV byl 
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potvrzen u srnce obecného (Capreolus capreolus), jelena evropského (Cervus elaphus), 

kamzíka středozemního (Rupicapra pyrenaica) a muflona evropského (Ovis aries musimon) 

(Gentile et al., 2000; Kumar et al., 2022; López-Olvera et al., 2009; Olech et al., 2020; 

Sanjosé et al., 2016). Experimentálně se podařilo MVV nakazit křížence ovce domácí 

a muflona evropského (Ovis aries musimon X Ovis spp) (Blacklaws et al., 2004; Guiguen et 

al., 2000).  

2.4.2 Klasifikace lentivirů malých přežvýkavců 

Rychlý vývoj bodových mutací (virová RT postrádá korekční schopnost) a možných 

rekombinací v hostitelských buňkách během koinfekce jsou zdrojem rychlé genetické 

variability, rozmanitosti kmenů a evoluce viru. Vysoká genetická variabilita mezi SRLV 

a odpovídající fylogenetické vztahy mezi sekvencemi byly popsány v mnoha studiích 

v různých zemích (Ramírez et al., 2013). V roce 2004b Shah et al. navrhli klasifikaci 

genotypů SRLV na základě sekvenční informace 2 genomových oblastí, oblasti gag-pol (1,8 

kb) a pol (1,2 kb). Tento klasifikační systém pro genotypizaci a subtypizaci SRLV zahrnuje 5 

genotypů (A až E), které mají 25 až 37% variabilitu v nukleotidové sekvenci (Eltahir, 2011; 

Gomez-Lucia et al., 2018). Genotypy A, B a E jsou dále rozděleny na nejméně 29 aktuálně 

uznávaných podtypů, které se liší mezi 15 % a 27 % jejich sekvence. Genotypy A a B jsou 

označovány jako MVV-like a CAEV-like a jsou celosvětově nejrozšířenější. Genotyp A 

představuje nejběžnější a nejvíce heterogenní skupinu s 24 odlišnými subtypy (A1–A24) 

(Bazzucchi et al., 2021; Michiels et al., 2020). Genotyp B, reprezentovaný subtypy B1–B3, 

zahrnuje kmeny podobné CAEV a ve srovnání s genotypem A vykazuje nižší genetickou 

variabilitu (Bertolotti et al., 2011). Genotypy C, D a E (subtypy E1–E2) jsou omezeny na 

specifické geografické oblasti. Genotyp C byl identifikován pouze u norských ovcí a koz 

(Gjerset et al., 2006). Genotyp D byl nalezen pouze u švýcarských a španělských ovcí 

(z hlediska pol sekvence) (Glaria et al., 2009) a genotyp E je úzce spojen s kozami v severní 

Itálii (kmen E1 – Roccaverano), Sardinii a regionech Umbrie (subtyp E2) (Bertolotti et al., 

2013; Giammarioli et al., 2011; Grego et al., 2009; Reina et al., 2009a). Genotyp D byl 

původně identifikován analýzou pouze genu pol, ale následná další fylogenetická analýza 

zahrnující také oblast gag na stejných izolátech spíše spojuje tyto sekvence s genotypem A, 

což naznačuje, že genotyp D je ve skutečnosti genotyp A, který vykazuje divergenci v genu 

pol (Araújo et al., 2020; Colitti et al., 2019; Ramírez et al., 2013). Je třeba poznamenat, že 

subtyp B4, dříve identifikovaný Santrym et al. (2013), byl později překlasifikován jako 

rekombinantní kmen (L’Homme et al., 2015). Subtyp B5 byl identifikován analýzou pouze 
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oblasti pol, s ohledem na další analýzu (gag-pol) byl však přiřazen k subtypu B1 (Arcangeli et 

al., 2021; Michiels et al., 2020).  

Většina z těchto genotypů a podtypů byla detekována u ovcí i koz (např. všechny B, C 

a D stejně jako některé podtypy genotypu A), zatímco jiné podtypy (genotypů A a E) se jeví 

jako druhově specifické. V těchto případech existuje však možnost, že mezidruhová infekce 

ještě neproběhla či nebyla identifikována (Cirone et al., 2019; Colitti et al., 2019; Glaria et al., 

2009; Highland, 2017; Kalogianni et al., 2021; Olech et al., 2012; Pérez et al., 2015; Reina et 

al., 2009a; Shah et al., 2004b). První izolaci viru a částečnou charakterizaci genomu českého 

izolátu MVV publikovali Celer et al. (Celer et al., 1997). Dalších šest izolátů českého 

lentiviru ovcí bylo charakterizováno z produktů snPCR amplifikace parciálních sekvencí genu 

gag (Celer et al., 2000), které potvrdily, že genotyp ovčího lentiviru v ČR úzce souvisí 

s prototypem kmenů maedi-visna K1514 (Island), EV1 (Skotsko) a SA-OMVV (Jižní Afrika), 

nedávno seskupenými do podskupiny A1. Nicméně mezi šesti analyzovanými viry a prvním 

izolátem MVV lze nalézt jasné fylogenetické rozdíly (Barták et al., 2018). 

2.4.3 Příznaky onemocnění 

Lentiviry malých přežvýkavců způsobují řadu ekonomicky významných 

multisystémových progresivních zánětlivých syndromů, které jsou charakterizovány různými 

kombinacemi nejčastějších syndromů: dušnost spojená s intersticiální pneumonií (maedi), 

chřadnutí a vzestupná paralýza (visna), artritida a mastitida. Klinicky jde o pomalu 

progredující onemocnění charakterizované postupnou ztrátou tělesné kondice v důsledku 

chronického zánětu v různých orgánech. Hostitelský tkáňový tropismus kauzativního lentiviru 

určuje, který ze syndromů choroby se vyskytne, ačkoli mechanismus odpovědný za tuto 

variabilitu ještě není plně objasněn (Blacklaws, 2009).  

Imunitní odpověď generovaná proti virovým proteinům způsobuje chronický zánět, 

který vede k patologickým změnám pozorovaným v cílových orgánech nakažených zvířat. 

Hlavní změnou, ke které dochází v postižených tkáních, je infiltrace mononukleárních buněk 

(lymfocytů, makrofágů a plazmatických buněk), které se progresivně organizují do struktur 

podobných lymfoidním folikulům, až nakonec dojde k destrukci tkání a omezení funkce 

postiženého orgánu. Maedi-visna a CAE se vyznačují respiračními, nervovými, mastitidními 

a artritickými klinickými příznaky. Zdá se, že klinické postižení závisí na tropismu kmene 

SRLV, postiženém druhu a genetickém pozadí každého plemene nebo jedince. Ačkoli je 

průběh onemocnění obvykle subklinický, malé procento zvířat může vykazovat některé nebo 
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i všechny příznaky. Obvykle u MV převládají příznaky respirační a mastitidní, zatímco 

u CAE nervové a artritické (Blacklaws, 2012). 

U koz infikovaných virem CAE jsou rozpoznávány dva základní syndromy: chronická 

progresivní artritida u dospělých koz (artritida koz) a syndrom ascendentní parézy/paralýzy 

u mladých (2‒6měsíčních) jedinců, tzv. leukoencefalomyelitida. U jednotlivých koz se 

typicky vyvine pouze jeden z těchto dvou chorobných syndromů a obecně ne oba. Méně často 

byla infekce virem encefalitidy kozí artritidy spojena s intersticiální pneumonií a mastitidou 

(MacLachlan & Dubovi, 2016). 

Respirační onemocnění (maedi) je nejčastější klinickou formou u ovcí. Postihuje 

dospělá zvířata starší 2 let (u ovcí nejčastěji 2‒5 let; u koz 1‒6 měsíců), a jakmile jsou 

příznaky zjevné, délka života zvířat nepřesáhne 1 rok (Watt et al., 1992). První fáze 

onemocnění je často přehlížena, nicméně nástup klinických příznaků může být uspíšen 

horšími podmínkami v managementu stáda, či vyšší nemocností. Zpočátku velmi nenápadné 

příznaky vedou k pomalému zhoršování celkového zdravotního stavu nakažených zvířat. 

Jedním z prvních příznaků je námahová dyspnoe. Tu chovatel nejčastěji zaznamená při 

manipulaci se zvířaty, např. během přehánění, kdy může dojít až ke kolapsu zvířete. Dušnost 

je provázena extenzí krku, rozšířením nozder, dýcháním s otevřenou tlamou. Zvíře si při 

dýchání pomáhá nadměrným zapojením břišních svalů. Následuje klidová dušnost a častější 

zrychlené dýchání (Barquero et al., 2015). S progresí onemocnění se objevuje hubnutí, 

kachexie a postupné chřadnutí. Nemocné zvíře může či nemusí kašlat; nosní exsudát se objeví 

v případě sekundárních bakteriálních infekcí. Onemocnění nebývá doprovázeno horečkami. 

Příčinou úhynu bývá nejčastěji sekundární infekce bakterií Pasteurella multocida. Klinické 

příznaky jsou způsobeny chronickou intersticiální pneumonií, která zvětšuje tloušťku 

alveolárních přepážek (dochází ke zmnožení vazivové tkáně) a progresivně snižuje kapacitu 

výměny vzduchu postižených plic, čemuž odpovídá patologicko-anatomický nález (Gomez-

Lucia et al., 2018). 

Onemocnění mléčné žlázy je druhou významnou formou s přihlédnutím 

k ekonomickým ztrátám a četnosti výskytu. U některých plemen (např. španělské Rasa 

Aragonesa) může být častější než respirační forma (Luján et al., 1991). Obecně postihuje 

dospělá zvířata ve věku 3 až 5 let (ovce, vzácněji kozy), ale byla pozorována i u jednoletých 

zvířat (Houwers & Nauta, 1989). Objevuje se častěji v případě automatického dojení 

a u zvířat chovaných intenzivně (Gayo et al., 2018). Mastitida obvykle probíhá subklinicky, je 

indurativní, chronická, difuzní, oboustranná a nebolestivá, se zduřením lymfatických uzlin 

mléčné žlázy. Hlavním klinickým příznakem je nedostatečná produkce mléka, která se 
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obvykle projevuje zpomaleným a/nebo nedostatečným růstem jehňat. Makroskopické 

vlastnosti mléka (barva a konzistence) se výrazně nemění (Barquero et al., 2013). 

V poporodním období se mohou objevovat léze v oblasti vemene, které mohou dále 

fibrotizovat, což způsobuje induraci mléčné žlázy a stenózu mlékovodu. Patologie odhaluje 

chronickou intersticiální mastitidu (Gomez-Lucia et al., 2018). 

Onemocnění kloubů je nejméně častým projevem u ovcí, ale velmi častým u koz. 

Artritida postihuje zvířata ve věku od 2 do 3 let. Obvykle postihuje karpální a tarzální klouby, 

což vede ke kulhání. V menší míře mohou být postiženy také oblast atlasu a šíjové vazivo. 

Proces začíná edémem a kongescí synoviální membrány a pouzdra kloubu, což způsobuje 

ztluštění obou struktur a zvětšení kloubů (Pérez et al., 2015; Rowe & East, 1997). Častá je 

difuzní fibróza pouzdra a dalších struktur, v těžkých případech může být pozorována nekróza 

tkáně, někdy s dystrofickou kalcifikací a chrupavčitá a/nebo kostní metaplazie (Pérez et al., 

2015). Nakonec se artróza vyvine v ankylózu v důsledku kalcifikace nebo fibrózy. Bylo 

zjištěno, že u koz s Th-2 imunitní odpovědí (CD4+ T-lymfocyty) dochází k rozvoji artritidy, 

zatímco kozy se smíšenou odpovědí IgG1 a IgG2 zůstávají bez klinických příznaků, což 

naznačuje, že protilátky anti-SRLV IgG2 chrání před rozvojem onemocnění (Cheevers et al., 

1997). 

Nervová forma onemocnění se u ovcí vyskytuje velmi vzácně, a to nejčastěji 

u ustájených zvířat. Postihuje ovce starší 2 let (nejčastěji 2–5leté), i když u některých plemen, 

jako je izraelské Assaf, se může vyskytnout i u mladších zvířat. V severozápadním Španělsku 

bylo zaznamenáno rozsáhlé propuknutí infekce MVV dokonce i u zvířat ve věku 4–6 měsíců 

(Benavides et al., 2007). Nervové příznaky zahrnují slabost zadních končetin a ataxii, 

hypermetrii a paralýzu, což obvykle vede k ulehnutí, ačkoli zvíře zůstává ostražité a reaguje 

na vnější podněty. Hlavní příčinou je encefalitida nebo encefalomyelitida (Benavides et al., 

2006, 2009). Častá je chronická nehnisavá meningoencefalomyelitida, obvykle doprovázená 

demyelinizací. U koz je tato forma méně častá než artritická a je charakteristická 

leukoencefalomyelitidou u 2–6měsíčních kůzlat. Syndrom zahrnuje inkoordinaci, ataxii 

zadních končetin, která nakonec může postihnout i přední končetiny, a nakonec naprosté 

vyčerpání a paralýzu. Tyto klinické příznaky jsou přítomny po dobu 6 měsíců až jednoho 

roku, doprovázené, stejně jako u ostatních forem, progresivním hubnutím a v některých 

případech kachexií (Rowe & East, 1997). Konečná fáze patogeneze začíná s manifestací 

klinických příznaků. I přes vysokou úroveň infekce v některých stádech nemusí být klinické 

projevy příliš patrné, jelikož existuje mnoho faktorů ovlivňujících patogenezi: virový kmen, 
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věk, plemeno, cesta expozice, možné sekundární infekce a podmínky chovu (Gomez-Lucia et 

al., 2018). 

 

2.5 Lentiviry malých přežvýkavců a odezva hostitele 

Nedávné studie identifikovaly buněčný manózový receptor CD206 u ovcí (Bruett et 

al., 2000; Crespo et al., 2011; Hovden & Sommerfelt, 2002; Ramírez et al., 2013). Nicméně 

u koz nebyly kandidátní buněčné receptory pro SRLV zatím identifikovány. Je tedy možné, že 

v případě MVV a CAEV existují různé buněčné receptory k pronikání viru do hostitelské 

buňky (Blacklaws, 2012; Hötzel & Cheevers, 2002). Po vstupu viru do hostitelské buňky 

a integraci provirové DNA do hostitelského genomu dochází k syntéze virových proteinů 

a genomové RNA pomocí enzymatických systémů hostitelské buňky, za vzniku nových 

virových částic. Hostitelský organismus bojuje s infekcí SRLV různými mechanismy na více 

úrovních, a tak se ne vždy podaří viru buňku infikovat. Po vstupu viru do cílové buňky zahájí 

hostitelský organismus pomocí procesů řízených adaptivní i vrozenou složkou imunitního 

systému obrannou reakci. Na této obranné reakci se kromě jiných podílejí molekuly vrozené 

imunity – druhově specifické antiretrovirové faktory, např. tripartitní motiv obsahující protein 

5 (tripartite motif containing protein; TRIM5), či APOBEC3. Nedostatečně produktivní 

infekce nemusí být tedy pouze důsledkem nedostatku funkčních receptorů, ale může být 

ovlivněna i buněčnými restrikčními faktory, které účinkují na různých stupních replikačního 

cyklu viru (Gomez-Lucia et al., 2018). Nicméně retroviry jsou schopny těmto obranným 

mechanismům čelit. Virus a hostitel se společně vyvíjejí podle vrozených a adaptivních 

imunitních tlaků, aby dosáhli převahy ve prospěch viru nebo hostitele. Je třeba poznamenat, 

že heterologní restrikční faktory vrozené imunity jsou často rozšířenější a silnější než 

homologní; toto zjištění může mít nové profylaktické a terapeutické důsledky v boji proti 

lentivirovým infekcím (Andrésdóttir, 2018; Minguijón et al., 2015). 

TRIM5α je 509 aa dlouhý protein z rodiny TRIM, kódováný genem TRIM5 

umístěným u ovcí i koz na chromozomu 15. Izoforma α tohoto proteinu funguje jako 

retrovirový restrikční faktor v časné fázi retrovirové infekce. TRIM motiv zahrnuje tři 

domény: doménu typu zinkového prstu schopnou vázat dva kationty zinku (really interesting 

new gene domain; RING domain) finger a B-box a coiled-coil doménu (s aktivitou E3 

ubikvitin ligázy). Izoforma α obsahuje C-koncovou doménu PRY/SPRY (též RING finger 

protein 88; RNF88), která rozpoznává motivy uvnitř kapsidových proteinů a degraduje je 



 

 36 

prostřednictvím ubikvitin-proteazomové cesty, brání úspěšné reverzní transkripci, inhibují 

integrační a postintegrační kroky virového cyklu a pokračování životního cyklu viru. 

Nedávno se ukázalo, že TRIM5α může omezit SRLV podobným způsobem jako jiné retroviry 

(Jáuregui et al., 2012; NCBI, 2022a; 2022b; UniProt, 2022h). 

V posledních letech byla věnována velká pozornost systému APOBEC3/Vif, zejména 

v souvislosti s HIV. Proteiny A3 uplatňují svou inhibiční aktivitu deaminací cytosinu na 

uracil (C na U). Tímto způsobem jsou vkládány hypermutace G na A do nově 

syntetizovaného řetězce virové -DNA po odstranění RNA z hybridu DNA/RNA (Harris et al., 

2003; Lecossier et al., 2003; Sheehy et al., 2002, 2003). Tyto mutace způsobují abnormální 

expresi nefunkčních virových proteinů, což vede k narušení životního cyklu viru. U ovce jsou 

minimálně 4 známé A3 proteiny (A3Z1, A3Z2, A3Z3 a protein s dvojitou doménou A3Z2-

Z3) kódované 3 geny na 3. chromozomu (u koz na 5. chromozomu): APOBEC3Z1, 

APOBEC3Z2 a APOBEC3Z3 (Esparza-Baquer et al., 2015; Gomez-Lucia et al., 2018; Zhang 

et al., 2014). Ovčí protein A3Z2-Z3 s dvojitou doménou funguje jako restrikční faktor nejen 

u MVV s delecí Vif, ale i u HIV-1 a viru myší leukémie (murine leukemia virus; MLV). Na 

rozdíl od humánních A3 proteinů (A3G a A3F, které mají C-koncovou aktivní 

cytosindeaminázovou doménu), ovčí A3Z2-Z3 proteiny mají aktivní N-koncovou 

deaminázovou doménu. Protein Vif MVV je nezbytný pro replikaci MVV v makrofázích 

a bylo prokázáno, že u ovcí neutralizuje proteiny A3Z2-Z3, stejně jako A3Z3. Zatímco 

proteiny A3 působí jako restrikční faktor u široké škály retrovirů a restrikce není druhově 

specifická, proteiny Vif obvykle působí proti restrikční aktivitě proteinů A3 druhově 

specificky. Ovčí A3Z2-Z3 tedy působí restrikčně proti HIV-1, ale Vif MVV může degradovat 

pouze A3Z2-Z3 u ovcí, ale ne u lidí. Nedávné studie však ukázaly, že některé interakce Vif-

A3 nejsou tak druhově specifické, jak se předpokládalo. Protein Vif MVV iniciuje degradaci 

nejen A3Z3 u ovcí, ale také A3H člověka a makaka rhesus, stejně jako A3Z3 proteinů skotu 

a koček (LaRue et al., 2010). Dvojdoménový protein A3Z2-Z3 má podobnou subcelulární 

distribuci jako A3F a A3G u lidí. Preferuje deaminaci cytosinů v sekvenčním kontextu T 

(T/C) C (cytosin/thymin), který funguje jako cílové místo pro mutace ve Vif-deficientních 

(dVif) kmenech. Protein A3Z2-Z3 je tedy pravděpodobně dominantním antiretrovirovým 

faktorem z A3 proteinů in vivo u ovcí (Jónsson et al., 2006; Jónsson & Andrésdóttir, 2013; 

LaRue et al., 2008; Minguijón et al., 2015). Lentivirové kofaktory Vif jsou evolučně 

a strukturně konzervované. Pomocí experimentální analýzy in vitro bylo zjištěno, že Vif 

CAEV degraduje APOBEC3 jak u ovcí, tak u koz. Tato zjištění naznačují, že lentivirový Vif 

využívá evolučně a strukturálně stabilní proteiny jako své kofaktory pro degradaci 



 

 37 

APOBEC3. (Kane et al. (2015) identifikovali jako kofaktor Vif MVV cyklofilin A (CYPA; 

také známý jako peptidyl-prolyl izomeráza A). Potřeba kofaktoru CYPA byla potvrzena 

několika studiemi jak u MVV, tak u CAEV, např. u kmene Cork, 1GA, Roccaverano 

a K1514. Tato pozorování naznačují, že požadavek CYPA na degradaci A3 proteinů hostitele 

je společným znakem SRLV (Yoshikawa et al., 2016). 

Dalším buněčným antivirovým systémem jsou interferony (IFN). Jedná se 

o glykoproteiny ze skupiny cytokinů, jejichž syntéza je vyvolána patogenními podněty. 

Podílejí se na antivirové odpovědi imunitního systému, přičemž svým působením na buňky 

v nich vyvolávají antivirový stav. U malých přežvýkavců byly identifikovány následující tři 

typy IFN: typ I (IFN-I), který zahrnuje IFN-α, IFN-β a několik dalších (IFN-ω a IFN-τ), 

produkovaných většinou virem infikovaných buněk; typ-II (IFN-II), který zahrnuje pouze 

IFN-γ a je produkován pouze určitými buňkami imunitního systému; a typu III (IFN-III), 

konkrétně IFN-λ. Ke spuštění antivirové odpovědi se IFN vážou na specifické receptory na 

buněčné membráně a spouštějí kaskádu reakcí, jejichž výsledkem je stimulace exprese IFN-

inducibilních genů, které bojují s viry různými mechanismy a důsledkem je odmítnutí virové 

infekce buňkou (Blaszczyk et al., 2016). Několik studií ukázalo, že oblast U3 LTR, které 

ohraničují genom provirové DNA SRLV, obsahuje vysoký počet míst, která vážou buněčné 

faktory aktivující transkripci (transcription-binding place; TBS), mezi nimi ISRE (IFN-

sensitive response elements) v případě IFN-I a GAS (gamma-IFN activation site; GAS) 

v případě IFN-II (Gomez-Lucia et al., 2014, 2018; Murphy et al., 2012).  

Pokud je virus schopen překonat antivirové mechanismy, nastává krátká fáze virémie. 

V této fázi dochází k přechodným imunopatologickým změnám. Tropismus SRLV in vivo 

zahrnuje monocyty, makrofágy a dendritické buňky (Blacklaws, 2012). Mohou také infikovat 

mikroglie, endoteliální buňky, fibroblasty a epiteliální buňky jiných tkání a tyto buňky mohou 

působit jako rezervoáry viru, jako např. v případě epiteliálních buněk mléčné žlázy 

a přispívají k přenosu mezi matkou a mládětem během laktace (Adedeji et al., 2013; Murphy 

et al., 2010). Prvními cíli infekce jsou makrofágy a dendritické buňky plicní nebo střevní 

sliznice. Dendritické buňky migrují do lymfatických uzlin, kde je virus přenesen do 

makrofágů, které po opuštění lymfatické uzliny šíří infekci dál (Blacklaws, 2012). K replikaci 

viru dochází až ve zralých monocytech a makrofázích, což umožňuje viru po nějakou dobu 

unikat buněčným a humorálním imunitním reakcím. Předpokládá se, že infikované makrofágy 

pronikají do kostní dřeně, kde mohou ovlivnit myeloidní nebo stromální buňky, což může 

zaručit nepřetržitou produkci infikovaných monocytů a následně chronickou infekci po celý 

život zvířete (Blacklaws, 2012). 
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Infikované makrofágy exprimují na svém povrchu virové proteiny kódované env 

a gag, asociované především s hlavním histokompatibilním komplexem (Major 

histocompatibility complex; MHC) (Stonos et al., 2014). Ten je lokalizovaný na 20. 

chromozomu u ovcí a 23. u koz (Amills et al., 1998; Dukkipati et al., 2006). Geny MHC I. 

a II. třídy kódují receptorové glykoproteiny, které se navážou na virové proteiny. Komplex 

virových proteinů/MHC je rozpoznáván T lymfocyty iniciujícími imunitní odpověď a též 

stimuluje produkci interferonu (I a II). Hlavní histokompatibilní komplex je jedním z mála 

polymorfních systémů, u kterých bylo možné stanovit funkční význam pro pozorovanou 

genetickou variaci (Larruskain & Jugo, 2013).  

Pokud jde o humorální imunitní odpověď, první protilátky se objevily 3 týdny po 

experimentální infekci a byly proti p25CA. O dva týdny později byly u ovcí i koz detekovány 

protilátky proti gp46TM, p14NC a p16MA a ve většině případů se zpožděním protilátky proti 

gp135SU. Protilátky syntetizované proti Env proteinům blokují vazbu těchto proteinů na 

buněčný receptor a mají neutralizační schopnost, nicméně neutralizační protilátky jsou 

produkovány pomalu a mají nízkou afinitu a jejich titry jsou nízké. Ke všemu není zcela jasná 

jejich funkce in vivo s přihlédnutím k faktu, že SRLV jsou klasifikovány jako cell-associated 

viry a mohou se tedy šířit kontaktem mezi buňkami a neutralizace nemusí šíření viru 

narušovat (Blacklaws, 2012). Ačkoliv humorální odpověď nestačí k odstranění virové infekce 

(která je celoživotní), některé studie ukázaly, že může omezovat šíření SRLV (Andrésdóttir et 

al., 2002). Buňkami zprostředkovaná imunitní reakce proti SRLV nastupuje 1–4 týdny po 

infekci, nicméně je relativně slabá. Infikované monocyty a makrofágy mohou aktivovat 

specifické cytotoxické T lymfocyty (CTL). Imunopatologické změny v cílových orgánech 

jsou částečně způsobeny nárůstem CD8+ T lymfocytů a inverzí poměru CD4/CD8. Zdá se, že 

některé kostimulační molekuly, jako je B7 v případě MV a CAE selhávají, jelikož množství 

transkriptů B7, stejně jako T-buněčné specifické paměťové reakce jsou u infikovaných zvířat 

významně sníženy v kontrastu se zvýšením pozorovaným během asymptomatické fáze 

infekce. Důsledkem toho by mohly být anergické T buňky neschopné připojit paměťové 

reakce. Obecným diagnostickým problémem je, že testy detekující protilátky proti SRLV 

a testy detekující přítomnost provirového genomu mohou poskytovat opačné výsledky 

(Barquero et al., 2011; Celer et al., 2000; Kuźmak et al., 2003; Larruskain & Jugo, 2013; 

Reina et al., 2007). Ačkoli neshody ve výsledcích diagnostických metod mohou souviset se 

samotnými diagnostickými testy, je pravděpodobnější, že jsou spojeny s vývojem protilátek 

a vylučováním proviru u zvířete. Ovce a kozy reagují na infekci odlišně, jak lze usuzovat 

podle přítomnosti protilátek a provirové DNA v mléce. Barquero et al. (2013) zjistili, že 
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u vysokého procenta ovcí s provirovou DNA detekovanou v mléce byly vzorky sérologicky 

negativní, zatímco u většiny zvířat se po první detekci protilátek v mléce nepodařilo potvrdit 

přítomnost viru průkazem provirové DNA. Toto zjištění by mohlo naznačovat, že protilátky 

mají neutralizační účinek. Naproti tomu výsledky PCR u koz nevykazovaly žádnou příčinnou 

souvislost. U většiny koz s pozitivním PCR testem nebyly detekovány protilátky během 6 

měsíců experimentu. Jako všechny retrovirové infekce zůstává infekce SRLV klinicky 

latentní nebo po určitou dobu postupuje velmi pomalu, což závisí na virovém kmeni, 

a především na individuální citlivosti a faktorech spouštějících transkripci. Mezi tyto faktory 

lze kromě výše zmíněných zařadit i steroidní hormony a jejich účinek na expresi SRLV. 

Steroidy působí podobným způsobem jako IFN – procházejí buněčnými membránami 

jednoduchou difúzí díky své lipofilní povaze a vážou se na cytoplazmatické receptory. 

Komplexy hormon/receptor působí jako intracelulární transkripční faktory, které se s vysokou 

afinitou vážou na určité TBS nazývané hormonální responzivní elementy (HREs) přítomné 

v DNA. Stejně jako v případě IFN byly funkční HRE identifikovány v DNA (konkrétně LTR) 

SRLV. Gomez-Lucia et al. (2014) pozorovali inhibiční účinek na aktivaci viru in vitro – při 

zvyšování koncentrací hormonů a s tím související změny v expresi SRLV. Tomu odpovídají 

i změny v produkci a vylučování SRLV v závislosti na stádiu reprodukčního cyklu u ovcí. 

Např. v průběhu březosti a nejvyšších hladin progesteronu, byl pozorován maximální 

inhibiční účinek na aktivaci viru, který pominul po porodu a v průběhu laktace (Gomez-Lucia 

et al., 2014). 

 

2.6 Rezistence 

Příklady genetické rezistence k lentivirové infekci jsou známy v případě člověka. 

Téměř všichni jedinci, kteří postrádají lentivirový koreceptor CCR5 (C-C chemokine receptor 

type 5), nejsou, ani po významné expozici, nakaženi HIV (Heaton et al., 2013; Liu et al., 

1996; Samson et al., 1996). V případě MVV výsledky studií naznačovaly, že rezistence 

hostitele k lentivirové infekci se může vyskytnout i u ovcí (Herrmann-Hoesing et al., 2008; 

Larruskain et al., 2010; White et al., 2009). Rozdíly mezi plemeny jak v séroprevalenci 

SRLV, tak v koncentraci proviru vedly k závěru, že genetika může hrát důležitou roli ve 

vnímavosti k onemocnění (Cecchi et al., 2019; Herrmann-Hoesing et al., 2008). Důkazy 

o rozdílné genetické schopnosti ovcí odolávat infekci SRLV vycházející nejen z individuality, 

ale i z plemenných rozdílů, přineslo několik nezávislých studií v různých lokalitách v průběhu 
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desítek let (Ayelet et al., 2001; Gates et al., 1978; Herrmann-Hoesing et al., 2008; Houwers & 

Nauta, 1989; Keen et al., 1997; Larruskain & Jugo, 2013; Peterhans et al., 2004; Snowder et 

al., 1990; Straub, 2004; White et al., 2012). Například plemeno Rambouillet má nižší 

pravděpodobnost infekce SRLV než jiná plemena (Cutlip et al., 1986; Herrmann-Hoesing et 

al., 2008; Houwers & Nauta, 1989), a naopak ovce plemene Columbia mají pravděpodobnost 

infekce vyšší (Cecchi et al., 2019; Herrmann-Hoesing et al., 2008). V průběhu posledních 15 

let se identifikace lokusů asociovaných s odolností malých přežvýkavců vůči lentivirovým 

infekcím stala cílem několika studií (Arcangeli et al., 2021). Bylo identifikováno několik 

lokusů: CCR5 (C-C chemokinový receptor typu 5) (Wang et al., 2014; White et al., 2009), 

některé cytokiny (IL2/IL2R, IL4, IL8, IFN-γ, TGF-β1, MCP-1, GM-CSF), MHC (Larruskain 

et al., 2013), ZNF389 (zinc finger protein 389) (White et al., 2014) a nejvýznamnější 

transmembránový protein 154 (transmembrane protein 154; TMEM154) (Clawson et al., 

2015; Heaton et al., 2012; Sider et al., 2013; White et al., 2012). 

2.6.1 TMEM154 

Tento genetický marker resistence ovcí k SRLV byl objeven díky celogenomové 

asociační studii (GWAS) s využitím čipu Ovine SNP50 BeadChip (Illumina Inc.; San Diego, 

CA USA) (Heaton et al., 2012). Gen TMEM154 je na 17. chromozomu u ovcí i koz a jeho 7 

exonů kóduje 191 aa dlouhý prekurzorový protein, přičemž výsledný zralý protein má 161 aa. 

Funkce transmembránového proteinu TMEM154 ani jeho role v interakci virus/hostitel není 

zatím objasněna. Původní (ancestrální) haplotyp má na pozici 35 glutamát (E) a je asociován 

se zvýšenou náchylností k infekci. Mutantní alela TMEM154 kóduje na stejné pozici lysin (K) 

a je spojena se sníženou vnímavostí. V TMEM154 byly také pozorovány dvě deleční mutace, 

jejichž vliv není zatím prokázán, nicméně pravděpodobně ruší funkci proteinu (Clawson et al., 

2015; Heaton et al., 2013; White & Knowles, 2013). 

V oblastech TMEM154, které kódují predikovanou signální sekvenci nebo 

extracelulární doménu proteinu, bylo detekováno dvanáct nesynonymních 

jednonukleotidových polymorfismů (single nucleotide polymorphism; SNP) na základě čehož 

bylo určeno 12 haplotypů, z nichž každý kóduje různé izoformy – kromě ancestrální jsou to 

K35E, N70I, R4A, E82Y, D33N, L14H, T25I, I74F, A13V, I102T a E31Q (tab. 3). Haplotypy 

1, 2 a 3 (tab. 3) jsou nejběžnější haplotypy u ovcí a všechny tři mají asociaci s vnímavostí 

SRLV. Ovce s haplotypem 2 nebo 3 (oba kódují glutamát na pozici 35 v extracelulární části 

TMEM154) mají zvýšené riziko infekce SRLV (a to až 69krát). Naopak ovce homozygotní 
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pro haplotyp 1, který kóduje lysin v poloze 35, mají snížené riziko infekce (tab. 3) (Clawson 

et al., 2015; Heaton et al., 2013; Murphy et al., 2021; Sider et al., 2013; Yaman et al., 2019). 

 

Tab 3.: Haplotypy TMEM154 a jejich asociace s náchylností k infekci a podskupinami SRLV 

(Heaton et al., 2013) 

Haplotyp Označení Aminokyselina na uvedené pozici 
Alelický 

efekt – 

vnímavost 

Asociace 

se SRLV 

  4 13 14 25 31 33 35 44 70 74 82 102   

1 K35E R A L T E D K T N I E I snížená podsk. 1 

2 N70I R A L T E D E T I I E I zvýšená podsk. 2 

3 ancestrální R A L T E D E T N I E I zvýšená podsk. 2 

4 R4A (4Δ53) A Pa Fa Pa Ra Ta Na Wa NAb NA NA NA nez. nez. 

6 I25, E82Y R A L T E D E T N I Y I nez. nez. 

9 D33N R A L T E N E T N I E I nez. nez. 

10 L14H, K35 R A H T E D K T N I E I nez. nez. 

11 T25I R A L I E D E T N I E I nez. nez. 

12c I74F R A L T E D E T N F E I nez. nez. 

13 A13V, N33 R V L T E N E T N I E I nez. nez. 

14 I102T R A L T E D E T N I E T nez. nez. 

15c E31Q, F74 R A L T Q D E T N F E I nez. nez. 
aVýsledek mutace posunu čtecího rámce na aminokyselinové pozici 4. 
bNelze použít kvůli předchozímu předčasnému stop kodonu 
cHaplotyp pozorovaný pouze u divokých ovcí 

podsk. – podskupina; nez. – neznámá; A – Alanin, D – kys. asparagová, E – glutamin, F – fenylalanin, 

H – histidin, I – isoleucin, K – lysin, L – leucin, N – asparagin, P – prolin, Q – glutamin, R – arginin, 

T – threonin, W – tryptofan 

 

Na straně patogenu byly určeny dvě podskupiny SRLV asociující s alelami 

polymorfismu TMEM154 E35K u ovcí. Pro potřeby této analýzy nebyl využit klasický 

klasifikační systém genotypů SRLV (A až E), ale na základě dostupných sekvencí gag a env 

byly definovány dvě fyloskupiny 1 a 2, kdy podskupina 1 byla spojena s hemizygotními 

a homozygotními genotypy TMEM154 K35 a podskupina 2 s hemi– a homozygotními 

E35 genotypy. Bylo zjištěno, že některé, ne-li všechny fylotypy, které zahrnují podskupinu 2, 

patří do virového genotypu A2 a některé viry genotypu A2 pravděpodobně nejsou schopny 

infikovat ovce s předpokládanou genetickou bariérou proti infekci asociovanou s alelou K35 

TMEM154. Fylogenetická klasifikace fylotypu 1 byla méně průkazná, přičemž zde byla 

nalezena podobnost gag sekvence u SRLV, které pocházely ze severozápadní oblasti 

Spojených států a zástupcům genotypu A3, který pochází ze Švýcarska. Tyto výsledky 
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naznačují, že SRLV se adaptovaly k infekci ovcí se specifickými genotypy TMEM154 E35K 

(Arcangeli et al., 2021; Heaton et al., 2012, 2013; S. Jones et al., 2022; Ramírez et al., 2021). 

2.6.2 ZNF331 

U koz není problematika genetické rezistence k SRLV v současnosti probádána tak 

podrobně jako u ovcí. Z několika kandidátních lokusů byl s využitím čipu GoatSNP60 

BeadChip (Illumina Inc.; San Diego, CA USA) identifikován jeden SNP, jako významný 

genetický marker resistence koz. Jedná se o SNP v intronu genu zinkového prstu 331 

(ZNF331) (Cecchi et al., 2019). Gen leží na 18. chromozomu (u ovcí na 14.) a kóduje 486 aa 

dlouhý protein obsahující 12 zinkových prstů typu Cys2His2 a jednu doménu KRAB 

(Krüppel-associated box). Patří do rodiny proteinů zinkových prstů typu Krüppel C2H2 

(UniProt, 2022i). Předchozí studie naznačují, že u člověka ZNF331 funguje např. jako tumor-

supresorový gen pro potlačení karcinogeneze žaludku (Yu et al., 2003).  

 

2.7 Diagnostické metody 

K metodám, které lze použít na detekci protilátek, patří ELISA, imunodifúzní test na 

agarózovém gelu (AGID) nebo imunoblotting. Zatímco ELISA je citlivější než AGID 

a vhodnější pro screening velkých souborů vzorků, AGID a imunoblotting jsou často 

považovány za specifičtější (Brinkhof & van Maanen, 2007). Imunobloting je považován za 

časově náročný, vyžaduje specializované laboratorní vybavení, vykazuje relativně špatnou 

reprodukovatelnost a opakovatelnost, není vhodný pro rozsáhlé a automatizované testování 

a z těchto důvodů je využívaný spíše sporadicky (Aalberts et al., 2021; Brinkhof & van 

Maanen, 2007).  

Vzhledem k vyšší citlivosti a dostupnosti množství komerčních testovacích sad je 

k průkazu protilátek nejvíce využívána ELISA (de Andrés et al., 2005; Echeverría et al., 

2020). Tyto komerční sady jsou založené na průkazu různých antigenů, včetně celého viru, 

rekombinantních proteinů a syntetických peptidů (Aalberts et al., 2021; de Andrés et al., 

2005; Leginagoikoa et al., 2006; Nowicka et al., 2014). Testy ELISA postavené na 

rekombinantních či peptidových antigenech využívají např. rekombinantní proteiny kapsidy, 

transmembránový protein gp46TM nebo purifikovaný povrchový glykoprotein gp135SU, 

k dosažení nejlepších výsledků pak nejčastěji kombinaci více proteinů (Brinkhof & van 

Maanen, 2007). I přes vysokou sensitivitu, specifitu a významný přínos ELISA testů v dosud 
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zavedených kontrolních programech má tato metoda své rezervy. Nové genotypy, které 

rozšiřují antigenní heterogenitu, a především intermitentní protilátková odezva mohou vést 

k diagnostickým selháním (Cardinaux et al., 2013; Echeverría et al., 2020; Olech et al., 2012; 

Reina et al., 2009b). 

Pomocí technik založených na PCR (real time PCR, nested PCR) lze detekovat 

integrovanou provirovou DNA v cirkulujících monocytech (Acevedo Jiménez et al., 2021; de 

Regge & Cay, 2013; González Méndez et al., 2020; Grego et al., 2002, 2005; Leginagoikoa et 

al., 2006; Ramírez et al., 2021). Tyto techniky umožňují včasnou diagnostiku, genotypizaci 

a kvantifikaci virového genetického materiálu a nespornou výhodou je možnost detekovat 

infekci ještě před sérokonverzí. V současnosti jsou používány především jako konfirmační 

test nebo pro výzkumné účely, neboť virová genetická heterogenita a selektivní specificita 

spojená s nedostatkem spolehlivých univerzálních primerů, stejně jako případná nízká virová 

zátěž, umožňují spíše omezené použití PCR pro rutinní diagnostická vyšetření (Sanjosé et al., 

2015).  

Mezi nově zaváděné kolorimetrické metody patří LAMP (loop mediated isothermal 

amplification). Jedná se o molekulární techniku, jejíž nesporné výhody jsou v jednoduchém 

provedení a nenáročném a levném přístrojovém vybavení (Notomi et al., 2000). Se 4–6 

primery, které pracují současně, lze výsledek amplifikace provirové DNA získat během 15–60 

minut s vysokou účinností a specificitou (Balbin et al., 2014; Notomi et al., 2000). Nicméně 

i tato metoda má své nevýhody – křížový je návrh specifických, funkčních primerů a také 

kvalifikovaný odečet výsledků, kdy detekce produktů LAMP je vizualizována především 

prostřednictvím zákalu a změny barvy po přidání fluorescenčního barviva, což může vést 

k subjektivnímu hodnocení a falešně negativním a/nebo pozitivním výsledkům. Použití 

metody LAMP má zatím svá omezení vyžadující optimalizace především v extrakci 

a zpracování provirové DNA. V současnosti byla metoda LAMP použitá na detekci CAEV 

(Balbin et al., 2014, 2017; Huang et al., 2012). 

Dosud nebyl definován žádný zlatý standard diagnostiky SRLV. Výše uvedené 

metody mohou občas poskytovat opačné výsledky. Na základě srovnání sensitivity 

a specificity jednotlivých metod je doporučováno použití kombinace metody sérologické 

a real time PCR (Barquero et al., 2013; Echeverría et al., 2020; Ramírez et al., 2021). 
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3 Cíle práce 

Cílem disertační práce je na základě genetického screeningu navrhnout program 

markery asistované selekce na rezistenci proti lentivirovým infekcím malých přežvýkavců 

(SRLV) a navrhnout systém prevence a profylaxe lentivirových infekcí malých přežvýkavců. 

Dílčí cíle: 

Analýza prevalence lentivirových onemocnění malých přežvýkavců v ČR 

Analýza distribuce jednotlivých genotypů SRLV v populaci ovcí a koz v ČR 

Analýza kandidátních markerů rezistence proti SRLV u ovcí a koz 

 

Hypotézy: 

HYPOTÉZA 1: V populaci ovcí a koz v ČR jsou zvířata séropozitivní na onemocnění 

maedi-visna ovcí a infekční artritida a encefalitida koz. 

HYPOTÉZA 2: Lentiviry malých přežvýkavců se vyskytují v několika genotypech (A-

E) a jejich zastoupení v ČR je obdobné jako v ostatních evropských státech. 

HYPOTÉZA 3: Lze nalézt kandidátní selekční markery pro odolnost/vnímavost ovcí 

a koz k onemocnění maedi-visna. 
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4 Komentáře k publikovaným výsledkům 

Výsledky disertační práce jsou publikované v následujících vědeckých a odborných 

periodikách a metodikách: 

Barták, P., Šimek, B., Václavek, P., Čurn, V., Plodková, H., Tonka, T., Farková, B., 

Vernerová, K., & Vejčík, A. (2018). Genetic characterisation of small ruminant lentiviruses in 

sheep and goats from the Czech Republic. Acta Veterinaria Brno, 87(1), 19–26. 

Stehlíková D., Vernerová K., Čurn V., Tonka T., Farková B., Vejčík A., Barták P., & 

Václavek, P. (2018). Využití metody LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) pro 

molekulární diagnostiku lentivirů malých přežvýkavců. Veterinářství, 68(5), 340-345. 

Tonka T., Čurn V., Šoch M., Vejčík A., Vernerová K., Farková B., Štoidl P., Barták 

P., Šimek B., Václavek P., & Plodková, H. (2019). Srovnání incidence lentivirových infekcí 

u ovcí a koz s rozdílným genotypem genu transmembránového proteinu TMEM154. 

Veterinářství, 69(5):377-380. 

Metodika odběru a zpracování vzorků, serologického a molekulárního stanovení 

lentivirového onemocnění ovcí a koz (certifikovaná metodika). 

Metodika genotypizace ovcí a koz – detekce markerů geneticky podmíněné rezistence 

k SRLV (certifikovaná metodika). 

Systém prevence a profylaxe lentivirových infekcí malých přežvýkavců (ověřená 

technologie). 

V následující kapitole jsou shrnuty dosažené poznatky týkající se problematiky SRLV 

na území ČR. 

Ministerstvo zemědělství ČR stanovuje povinné preventivní a diagnostické úkony 

k předcházení vzniku a šíření nákaz a nemocí přenosných ze zvířat na člověka, jakož i k jejich 

zdolávání a určuje, na které z nich a v jakém rozsahu se poskytují příspěvky z prostředků 

státního rozpočtu. Tato opatření shrnuje každoročně Metodika kontroly zdraví zvířat 

a nařízené vakcinace, kdy MV je do monitoringu zařazena od roku 2006 do současnosti 

a CAE od roku 2009 do současnosti. Do monitoringu jsou zařazena pouze hospodářství 

v kontrole užitkovosti (KU). Hospodářství musí být prosté na základě vyhodnocení 

laboratorního vyšetření z předešlého roku ze strany KVS (Krajská veterinární správa) anebo 

se jedná o nové hospodářství zařazené do KU, respektive již ozdravené hospodářství. 

Pozitivní hospodářství z předešlých let může být do monitoringu zařazeno až po ozdravení 

a na základě rozhodnutí příslušné KVS. Vyšetření se provádí 1× ročně. Do reprezentativního 

počtu zvířat se zařazuje 25 % samičích zvířat (všech plemen) starších 12 měsíců nebo 
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v laktaci, a to nejméně 50 samičích zvířat (je-li v hospodářství méně než 50 zvířat, musí být 

vyšetřena všechna starší 12 měsíců, nebo která jsou v laktaci) a všichni nekastrovaní samci 

starší 6 měsíců, vyjma jatečných beránků/kozlíků (SVSCR, 2022). Od roku 2010 je na 

základě požadavku a jednání se SCHOK (Svaz chovatelů ovcí a koz) součástí šlechtitelského 

programu ovcí kromě jiného i ověřování parentity plemenných zvířat. Potvrzení o parentitě 

musí mít chovatel při obchodování s plemeníky (především nákupní trhy beranů) a zatím je 

požadováno pouze u ovcí. Beránci vybraní pro stanovení parentity musí být z hospodářství 

zařazeného do KU a prostého MV na základě vyhodnocení laboratorního vyšetření 

z předešlých let. V případě, že se jedná o nové hospodářství v KU, je do parentity zařazeno až 

po negativním sérologickém vyšetření na MV. Pozitivní hospodářství na MV může být do 

parentity zařazeno až po ozdravení a na základě rozhodnutí příslušné KVS. Kritérium 

negativního hospodářství na MV se netýká hospodářství s chovem plemene Šumavská ovce 

(SVSCR, 2022). 

Vzhledem k podmínkám monitoringu SRLV projevili někteří chovatelé zájem 

o kompletní sérologický screening ve svém hospodářství a dále pak o možnost testování 

případných markerů geneticky podmíněné rezistence k SRLV. Celkem bylo odebráno 3 410 

vzorků krve ovcí a koz, z 21 stád. Ovce byly plemene Šumavská ovce, Valašská ovce, Cigája, 

Lacaune, Bergschaf, Východofríská ovce a kříženci Suffolk, kozy byly plemene Hnědá 

krátkosrstá a Bílá krátkosrstá. Odběr periferní krve probíhal jugulární venepunkcí v souladu 

se Zákonem o veterinární péči a o změně některých souvisejících zákonů č. 166/1999 Sb. Od 

každého zvířete bylo odebráno 3 x 10 ml nesrážlivé krve, jako antikoagulant byla použita 

K3EDTA (tri-draselná sůl kyseliny ethylendiamintetraoctové) v koncentraci 1,5 mg/ml. 

Antikoagulant byl okamžitě promíchán s krví opakovaným překlápěním a následně byly vždy 

2 zkumavky od každého vzorku umístěny do chladících boxů a svoznou linkou odeslány 

k další analýze do Státního veterinárního ústavu Jihlava. Jedna zkumavka s 10 ml krve od 

každého vzorku byla určena pro potřeby Jihočeské univerzity v Českých Budějovicích, kde 

byly vzorky skladovány v -20 °C. 

Všechny vzorky byly vyšetřeny na přítomnost specifických protilátek proti SRLV, 

které byly detekovány u 642 zvířat (ze 7 hospodářství), což je 33 %. Zjištěná sérologická 

prevalence MVV u ovcí byla 19,9 % (556 z 2 801) a prevalence CAE u koz 14,1 % (86 

z 609). Provirová DNA byla pomocí PCR detekována u 410 vzorků z 631 séropozitivních 

zvířat (65 %). Výsledné rozdíly mezi výsledky průkazu protilátek a provirové DNA jsou 

v souladu s jinými studiemi, které poukazují na vyšší sensitivitu ELISA testu v porovnání 

s PCR (Celer et al., 2000; de Andrés et al., 2005; Extramiana et al., 2002; Muz et al., 2013). 
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I v rámci jednotlivých testovacích sad ELISA od různých výrobců se vyskytuje určitý rozptyl 

sensitivity, ovlivněný především antigenní heterogenitou a úrovní protilátkové odezvy 

(Aalberts et al., 2021; Brinkhof & van Maanen, 2007). Např. Michiels et al. (2018) srovnávali 

sensitivitu několika ELISA testovacích sad (88 až 100 %) a nejlepších výsledků dosahovali se 

stejnými testovacími sadami, jako v naší studii i metodice – Elitest MVV/CAEV (Hyphen 

BioMed; Neuville-sur-Oise, Francie) 98 % a ID screen® MVV/CAEV indirect (IDVet; 

Grabels, Francie) 100 % (viz Metodika odběrů a zpracování vzorků, sérologického 

a molekulárního stanovení původce lentivirového onemocnění ovcí a koz). Falešně pozitivní 

výsledky pak mohou sérologické testy poskytovat v důsledku zkřížené reaktivity protilátek 

s jinými viry ze stejných čeledí (Crespo et al., 2016; de Souza et al., 2015; Muz et al., 2013). 

Vzhledem k nízké virové zátěži v postsérokonverzní fázi infekce jsou PCR testy obecně méně 

citlivé než techniky ELISA, ale vykazují nepochybně vysokou specifitu a zdá se, že jsou 

schopné detekovat infikovaná zvířata ještě před sérokonverzí (Álvarez et al., 2006; de Andrés 

et al., 2005; Extramiana et al., 2002). Zajímavé informace pak lze najít ve studiích 

zaměřených na konfirmaci metod ELISA a PCR, kdy všechny vzorky jsou analyzovány 

pomocí obou metod a stupeň diagnostické shody obou metod může být velmi nízký (19 %) 

(Álvarez et al., 2006). Někdy dokonce obě metody poskytnou zcela opačné výsledky, kdy 

u sérologicky pozitivních vzorků nedojde k detekci provirové DNA, a naopak u vzorků 

s prokázanou DNA proviru nedojde i při opakovaném vyšetření k sérokonverzi (Álvarez et 

al., 2006; Echeverría et al., 2020; Extramiana et al., 2002). Leginagoikoa et al. (2006) 

zkoumali horizontální přenos MV u ovcí vystavených vysokému infekčnímu tlaku a zároveň 

míru shody ELISA a PCR ve stejném stádě. V průběhu 3letého experimentu 109 (ze 191) ovcí 

nebylo nikdy ELISA nebo PCR pozitivních, 78 bylo alespoň jednou ELISA a PCR 

pozitivních, 3 byly ELISA negativní a PCR pozitivní a 1 byla ELISA pozitivní a PCR 

negativní. Procento shody kumulativních výsledků ELISA a PCR tedy bylo 98 % a celkový 

stupeň shody k = 95,7 (±0,07), což je považováno za téměř dokonalé (Dohoo et al., 2009). 

Procento a míra shody mezi ELISA a PCR se však lišily podle věku zvířat. Procentuální 

shoda byla po celou dobu> 88 % a míra shody (Cohenovo kappa) se s věkem zvyšovala z κ = 

0,63 (podstatná) v roce od jednoho roku ke κ = 0,94 (téměř dokonalá) u čtyřletých. V naší 

studii byly pomocí PCR vyšetřeny pouze séropozitivní vzorky (631 z 642) a nelze tedy 

objektivně porovnat sensitivitu a specifitu obou použitých metod.  

S pokrokem technik molekulární biologie bylo vyvinuto množství PCR protokolů, 

jelikož kvůli nestabilitě genomu SRLV je obtížné používat stejné primery v různých 

geografických oblastech. Některé protokoly jsou založeny na amplifikaci vysoce 
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konzervovaných retrovirových sekvencí LTR (Álvarez et al., 2006; Extramiana et al., 2002; 

Leginagoikoa et al., 2006), zatímco jiné využívají k amplifikaci specifické geny SRLV, jako 

jsou oblast pol, gag či env (Echeverría et al., 2020; Grego et al., 2002; Leroux et al., 1997; 

Michiels et al., 2018). V naší studii byl použit protokol nested PCR s amplifikací úseku gag 

ke konfirmaci výsledků sérologie a k determinaci virových genotypů (Barták et al., 2018; 

Grego et al., 2002). 

Předchozí studie využila snPCR protokolu k sekvenační analýze konzervované oblasti 

gag MVV s cílem získat přehled o fylogenetické distribuci MVV na území České republiky. 

V souladu s použitými metodikami byly výsledky sekvenační analýzy přiřazeny sekvencím 

izolátů K1514 (Braun et al., 1987), EV1 (Sargan et al., 1991) a SA-OMV (Querat et al., 1990) 

bez určení genotypů dle v současnosti používaného klasifikačního systému (Celer et al., 

2000). V naší studii bylo náhodně vybráno 77 vzorků a u všech byl identifikován genotyp, 

z toho 60 genotypů A u ovcí i koz a 17 genotypů B u ovcí. Zatímco všechny sekvence 

genotypu B se jasně shlukovaly v podtypu B2, skupina izolátů genotypu A vykazovala vyšší 

variabilitu a příbuznost se subtypy A2 a A3. Nicméně k přesné identifikaci jednotlivých 

subtypů by byla nezbytná podrobnější sekvenační analýza s využitím delších úseků gag-pol, 

env či rev. Geografická distribuce subtypu A2 je doložena v Kanadě (Fras et al., 2013), 

Finsku (Laamanen et al., 2007), Polsku (Olech & Kuźmak, 2021), Švýcarsku (Schaer et al., 

2022), Turecku (Muz et al., 2013) a USA (Dickey et al., 2021), A3 ve Španělsku (Ramírez et 

al., 2013), Švýcarsku (Cardinaux et al., 2013) a Turecku (Muz et al., 2013) a B2 ve Francii 

(Rachid et al., 2013), Itálii (Bazzucchi et al., 2021), Polsku (Olech et al., 2018), Slovinsku 

(Kuhar et al., 2013), Švýcarsku (Cardinaux et al., 2013) a Španělsku (Glaria et al., 2009). 

Subtypy A2, A3 i B2 byly prokázány jak u ovcí, tak u koz (Fras et al., 2013; Ramírez et al., 

2013), zatímco v naší studii skupina izolátů vykazující příbuznost se subtypem B2 pocházela 

ze vzorků ovcí. Otázkou zůstává, zda by výsledek byl stejný, pokud by byly osekvenovány 

všechny sérologicky pozitivní vzorky koz s prokázanou provirovou DNA. 

I přes rychlý vývoj diagnostických metod a dostupnost vysoce spolehlivých 

testovacích sad ELISA, ale i PCR testů, zůstává problematika přesné diagnostiky SRLV stále 

nedořešena (Echeverría et al., 2020). Obecné doporučení použít kombinaci minimálně dvou 

metod rapidně zvyšuje náklady eradikačních programů, přičemž ani tak není zaručen 100% 

výsledek. A naopak, snaha snížit náklady na diagnostiku použitím pouze jednoho 

diagnostického testu (nejčastěji ELISA) vede k přetrvávání neodhalených přenašečů 

onemocnění, a snižuje se tak účinnost eradikačních programů. Proto je vývoj přesné, finančně 

nenáročné diagnostické metody stále vysoce aktuální.  
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Jednu z možností rychlé diagnostiky virových onemocnění nabízí i metoda LAMP. 

Jedná se o snadnou, rychlou metodu nenáročnou na provedení, jejíž použití nevyžaduje 

nákladné přístrojové vybavení, je možné v tzv. polních podmínkách a s použitím ověřené 

metodiky poskytuje vyšší sensitivitu v porovnání s PCR. Přístroj na tuto metodu je malý, 

snadno přenosný a na rozdíl od PCR termocyklérů probíhá reakce za izotermických 

podmínek. Jednoduché ovládání nabízí např. aplikace dostupná pro smartphone, což bylo 

úspěšně ověřeno v diagnostice SARS-CoV-2 u lidí (Heithoff et al., 2022). Ze séropozitivních 

vzorků s prokázanou provirovou DNA jsme náhodně vybrali 40 vzorků (8 koz ze 2 stád a 32 

ovcí z 8 stád) a 50 vzorků negativních. Séronegativita byla jednoznačně potvrzena metodou 

LAMP u všech vzorků. Z vybraných SRLV pozitivních vzorků byla pozitivita pomocí LAMP 

potvrzena u 31 ze 40 vzorků, a to u ovcí i koz. Dle dostupné literatury byla metoda LAMP 

dosud použita pouze v případě CAE (Enache et al., 2019). Předpoklad vyšší rozpoznávací 

schopnosti oproti PCR nebyl naplněn, pro což se nabízí několik vysvětlení. Část projektu, 

zabývající se metodou LAMP, lze považovat za pilotní studii, byla tedy provedena v malém 

měřítku za účelem ověření proveditelnosti. Nebyly navrženy a ověřeny jiné sady primerů, 

nebyla provedena opakovaná analýza s použitím nově izolované DNA s ověřenou koncentrací 

a čistotou a nebyly využity další metody izolace DNA. A právě kvalita a přístupnost DNA je 

v případě LAMP křížovým aspektem. Tato metoda je úspěšně využívána v diagnostice 

významných nákaz hospodářských zvířat. Je třeba dalších výzkumů a optimalizací, 

a především pak zvýšení „přístupnosti“ provirové DNA, aby LAMP byla využitelná i pro 

screening SRLV (Mansour et al., 2015).  

Selekce na základě genetické rezistence k onemocnění byla úspěšně využita nejen 

v ČR, ale i v mnoha zahraničních eradikačních programech. Typickým příkladem úspěšného 

ozdravení chovů, založeném na genetické rezistenci k onemocnění, jsou programy na 

utlumení scrapie ovcí a koz. Např. v Holandsku se vlivem zavedení šlechtitelského programu 

na utlumení scrapie výrazně snížila prevalence onemocnění, zvýšil podíl geneticky odolných 

jedinců, přičemž se podařilo prokázat, že účinek šlechtitelského programu na utlumení 

onemocnění byl vyšší než účinek dalších opatření, jako je utrácení postižených chovů 

(Hagenaars et al., 2010). Cílem naší studie bylo zjistit distribuci genotypů TMEM154 v ČR, 

porovnat je se sérologickým statusem a vyvrátit či potvrdit případnou zvýšenou vnímavost či 

odolnost k infekci SRLV. Teplotní profil, složení reakce a primery pro PCR byly navrženy 

a optimalizovány na našem pracovišti. Z vybraných 605 vzorků ovcí a 60 vzorků koz došlo 

u všech k úspěšné amplifikaci PCR produktu o předpokládané délce. V místě 

předpokládaného SNP G/A nebylo nalezeno místo restrikce pro žádnou dostupnou restrikční 
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endonukleázu a po zvážení přínosů jiných metod (kompetitive allele specific PCR; KASP) 

bylo pro konečnou analýzu zvoleno sekvenování. Naše výsledky (tab. 4) potvrdily předpoklad 

rizikové alely, kdy nejvíce séropozitivních zvířat bylo heterozygotních EK (61 %) 

a nejméně homozygotních KK – rezistentní haplotyp 1. Podařilo se prokázat významnou 

závislost mezi sérologickým statusem a genotypem. Dále bylo potvrzeno (tab. 5), že 

sérologický status se liší dle typu alely (přítomnost alely E zvyšuje šanci séropozitivoty 

1,6krát oproti alele K). U ovcí byly identifikovány všechny tři genotypy, zatímco všechny 

kozy byly homozygotní s rizikovou alelou (genotyp EE).  

 

Tab: 4: Kontingenční tabulka: distribuce genotypů TMEM154 E35K ve vztahu 

k sérologickému statusu 

  Genotyp      

Situace        KK        EE       EK   Celkem  

Sérologicky 

pozitivní 

n 107 54 167  328  

% ze sloupců 45 % 58 % 61 %  54 %  

Sérologicky 

negativní 

n 129 39 109  277  

% ze sloupců 55 % 42 % 39 %  46 %  

Celkem n 236 93 276  605  

  % ze sloupců 100 % 100 % 100 %   100 %  

Zdroj: vlastní zpracování v programu Jamovi (Jamovi project; 2021) 

 

Tab. 5: Výpočet poměru šancí a relativního rizika séropozitivit alely E oproti alele K 

  95% Interval spolehlivosti 

  Hodnota Dolní hranice Horní hranice 

Poměr šancí (OR)  1,67  1,03  2,71  

Relativní riziko (RR)   I,28   1,03   1,60   

Zdroj: vlastní zpracování v programu Jamovi (Jamovi project; 2021) 

 

Ačkoliv možná rezistence/vnímavost v závislosti na genotypu TMEM154 E35K u ovcí 

byla jednoznačně prokázána (tab. 5), rozdíl nebyl tak výrazný, jak prezentuje např. Heaton et 

al. (2013), kdy prokázali 2,8krát vyšší riziko SRLV pozitivity při výskytu aspoň jedné alely E. 

Příčina může být v neprokázané séropozitivitě. Vzorky použité ve studii Heaton et al. (2013) 

pocházely od ovcí starších 4 let a zároveň vystavených významné expozici infekčnímu agens 

v rámci jednoho stáda. Lze tedy předpokládat, že případná vnímavost či rezistence 

k onemocnění měla v těchto podmínkách větší šanci se projevit než v podmínkách 

extenzivních chovů, kdy neodchází k tak úzkému kontaktu mezi zvířaty. Sérologická odezva 
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byla již tedy na úrovni dostatečné pro spolehlivou diagnostiku. Kritériem pro zvířata vybraná 

pro naší studii byla věková kategorie minimálně 4 měsíce po odstavu, což zahrnovalo 

i jedince relativně mladé, u kterých, vzhledem ke krátké době infekce, nemuselo dojít 

k požadované sérologické odezvě. Sérologicky tak mohla být tato zvířata považována za 

negativní, ačkoliv tomu tak ve skutečnosti nemuselo být. Na základě našich zjištění lze 

doporučit zařazení polymorfismu TMEM154 do šlechtitelských programů ovcí.  
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6 Závěr  

Disertační práce se zabývala problematikou lentivirových infekcí malých 

přežvýkavců. V práci jsou shrnuty výsledky analýzy prevalence onemocnění maedi-visna 

(MV) ovcí a infekční artritidy a encefalitidy koz (CAE) a podává první zprávu o distribuci 

genotypů SRLV na území ČR Dalším výstupem je přehled o zastoupení haplotypů TMEM154 

E35K v českých chovech ovcí a analýza vztahu haplotypu k vnímavosti, resp. odolnosti 

k SRLV. K praktickým výsledkům patří výstup pilotní studie metody LAMP jakožto 

možného diagnostického nástroje SRLV a ověřená metodika genotypizace TMEM154. 

Celkem bylo odebráno 3410 vzorků krve ovcí a koz z 21 stád. Vzorky byly vyšetřeny 

na přítomnost specifických protilátek proti SRLV, které byly detekovány u 642 zvířat (ze 7 

hospodářství), což je 33 %. Zjištěná sérologická prevalence MVV u ovcí byla 19,9 % 

a prevalence CAE u koz 14,1 %. Všechny séropozitivní a suspektní vzorky byly dále 

podrobeny analýze real time PCR ke konfirmaci výsledku imunochemických stanovení. 

Provirová DNA byla detekována u 410 vzorků z 631 séropozitivních (65 %). Dále bylo 

náhodně vybráno 77 séropozitivních vzorků, kde byl u všech identifikován genotyp SRLV. 

Z toho 60 genotypů (u ovcí i koz) patřilo do skupiny A a 17 genotypů do skupiny B (pouze 

ovce). Fylogenetickou analýzou byl orientačně stanoven i subtyp obou genotypů, kdy všechny 

sekvence genotypu B se jasně shlukovaly v podtypu B2. Skupina genotypu A vykazovala 

vyšší variabilitu a příbuznost se subtypy A2 a A3.  

Ze séropozitivních vzorků s prokázanou provirovou DNA bylo náhodně vybráno 40 

vzorků (8 koz ze 2 stád a 32 ovcí z 8 stád) a 50 negativních vzorků s cílem navrhnout 

metodiku pro LAMP diagnostiku SRLV u ovcí a koz. Séronegativita byla metodou LAMP 

jednoznačně potvrzena u všech vzorků. Séropozitivní vzorky byly potvrzeny ve 31 případech 

ze 40. Podle výsledků analýzy dostupných literárních pramenů byla LAMP diagnostika 

k potvrzení SRLV u ovcí poprvé úspěšně použita v naší studii. 

Ke genotypizaci TMEM154 bylo náhodně vybráno 605 vzorků ovcí a 60 vzorků koz. 

U všech vzorků proběhla amplifikace PCR produktu předpokládané délky. Následně byl 

sekvenováním určen genotyp všech vzorků. U ovcí bylo 93 vzorků o genotypu EE, 236 

vzorků KK a 276 vzorků EK. Nejvíce séropozitivních zvířat bylo heterozygotních EK (50,9 

%). Homozygotních EE bylo 16,5 % a homozygotních KK 32,6 %. Všechny vzorky koz byly 

homozygotní EE v analyzovaném polymorfismu genu TMEM154 patřily tedy k haplotypu 

s vyšším rizikem infekce SRLV. 
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Na základě výsledků disertační práce je možné navrhnout doporučení jak pro výzkum 

a optimalizaci laboratorních metod, tak pro praktické využití v chovech malých přežvýkavců. 

Vzhledem k tomu, že „zlatý standard“ laboratorní diagnostiky SRLV nebyl stále nalezen, bylo 

by vhodné pokračovat ve vývoji co nejpřesnějších nástrojů rané diagnostiky bez navyšování 

finančních nákladů na vyšetření vzorků. Kromě návrhu univerzálnějších primerů pro 

spolehlivější výsledky PCR používané pro konfirmaci séropozitivních vzorků, lze vzít v potaz 

i orientační diagnostiku. S úspěchem již byla otestována analýza ELISA s využitím 

bazénových vzorků mléka. Vyloučení celých chovů bez nálezu SRLV by mohlo částečně 

snížit finanční náklady na monitoring nákazy v ČR. Jedním z možných řešení by také mohla 

být optimalizace metody LAMP a její následné použití coby orientačního screeningu 

v „provozních podmínkách“ a teprve na základě výsledků LAMP přistoupit odpovídajícím 

způsobem k testování jednotlivců. V tomto případě je klíčová optimalizace izolace DNA. Pro 

přesnější asociační analýzu vztahu genotypu TMEM154 u ovcí by bylo žádoucí provést 

podrobnější sekvenační analýzu virových genotypů tak, aby mohly být zařazeny do 

fyloskupin s doloženou afinitou k TMEM154. Na základě našich zjištění lze doporučit 

genotypizaci TMEM154 u chovných beranů k zařazení do šlechtitelských programů, jakožto 

účinný a finančně nenáročný nástroj pro snížení rizikové alely v chovech. 
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7 Seznam zkratek 

A – adenin 

aa – aminokyselina 

AGID – imunodifúzní test v agarovém gelu 

AP-1 – aktivátorový protein-1 

AP-4 – aktivátorový protein-4 

APOBEC3 – apolipoprotein B mRNA–editující enzymový katalytický protein 3 

B7 – kostimulační proteiny z rodiny B7 exprimované na antigen prezentujících buňkách 

BIV – virus imunodeficience skotu 

C – cytosin 

CA – kapsida 

CAE – artritida a encefalitida koz 

CAEV – virus artritidy a encefalitidy koz 

cAMP – cyklický adenosinmonofosfát 

CAP – protein katabolitického aktivátoru 

CCR5 – C-C chemokinový receptor typu 5 

CD206 – manózový receptor (klastr diferenciace 206) 

CD4 – diferenciační skupina 4 na pomocných T lymfocytech (CD4+ T-lymfocyty) 

CD8 – diferenciační skupina 8 na cytotoxických T lymfocytech (CD8+ T-lymfoycyty) 

cDNA – komplementární deoxynukleová kyselina 

CTL – cytotoxický T lymfocyt 

CYPA – cyklofilin A 

D – kyselina asparagová  

DCAF1 Cul4A – faktor 1 asociovaný s proteinem 1 vázajícím poškození DNA a Cullinem4 

DNA – deoxynukleová kyselina 

dNTP – deoxyribonukleosidtrifosfát 

dsDNA – dvouvláknová deoxynukleová kyselina 

dVif – faktor virové infekčnosti-deficientní 

E – glutamin 

EIAV – virus infekční anemie koní 

ELISA – enzymová imunosorbentní analýza 

env – gen pro obalový protein 

F – fenylalanin 

FIV – virus imunodeficience koček 

G – guanin 

gag – gen pro skupinově specifický antigen 

GAS – aktivační místo pro gamma interferon 

GM-CSF – faktor stimulující kolonie granulocytů a makrofágů 

gRNA – naváděcí (guide) ribonukleová kyselina 

GWAS – celogenomová studie 

H – histidin 

HIV – virus lidské imunodeficience 

HRE – hormonální responzivní element 

I – isoleucin 

ICTV – Mezinárodní výbor pro klasifikaci virů 

IFN – interferon 

IgG1 – imunoglobulin G, podtřída 1 

IgG2 – imunoglobulin G, podtřída 2 

IL2 – interleukin 2 
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IL2R –receptor interleukinu 2 

IL4 – interleukin 4 

IL8 – interleukin 8 

IN – integráza 

INF – interferon 

ISRE – element odezvy citlivý na interferon 

JDV – virus onemocnění Jembrana  

K – lysin 

KASP – kompetitivní alelově specifická polymerázová řetězová reakce 

KRAB – Krüppel-associated box, represorová doména 

KU – kontrola užitkovosti 

KVS – Krajská veterinární správa 

L – leucin 

LAMP – izotermální amplifikace zprostředkovaná smyčkou 

LTR – dlouhá terminální repetice 

MCP-1 – monocytový chemoatraktantový protein 1 

MHC – hlavní histokompatibilní komplexem 

mRNA – messengerová ribonukleová kyselina 

MV – maedi-visna 

MVV – maedi-visna virus 

N – asparagin 

NA – neanalyzováno 

NES – jaderný exportní signál 

NLS – jaderný lokalizační signál 

nPCR – „zahnízděná“ polymerázová řetězová reakce 

OIE – Světová organizace pro zdraví zvířat 

OPPV– virus progresivní pneumonie ovcí 

ORF – otevřený čtecí rámec 

OvLV – ovčí lentivirus 

P – prolin 

PBS – vazebné místo pro primer 

PIC – preintegrační komplex 

PLV – lentivirus 

pol – polymeráza 

PPT – polypurinový trakt 

PR – proteáza 

PRY/SPRY – domény nacházející se v proteinech, které se účastní vrozené imunitní 

signalizace, potlačení cytokinové signalizace, vývoje buněk a retrovirové restrikce (PRY: 

pyrinová rodina, SPRY: kináza s dvojí specificitou splA a ryanodinový receptor) 

Q – glutamin 

R – repeat oblast rekombinace  

R – arginin 

rev – gen pro regulátor exprese proteinů virionu 

RING – skutečně zajímavý nový gen 

RNáza H – ribonukleáza H 

RRE – rev responzivní element (viz rev) 

RT – reverzní transkriptáza 

RTC – komplex reverzní transkriptázy 

SARS-CoV-2 – koronavirus související s těžkým akutním respiračním syndromem 

SCHOK – Svaz chovatelů ovcí a koz 



 

 152 

SIV – virus imunodeficience opic 

SNP – jednonukleotidový polymorfismus 

snPCR – semi nested PCR (viz nPCR) 

SRLV– lentiviry malých přežvýkavců 

ssRNA – jednořetězcová DNA 

SU – povrchový 

SVS – Státní veterinární správa 

T – threonin 

TAR – transaktivační responzivní element 

tat – gen pro transaktivační protein 

TATA Box – sedminukleotidová sekvence DNA na začátku promotorové oblasti 

TBS – transkripční vazebné místo 

TFBS – vazebná místa transkripčních faktorů 

TGF-β1 – transformující růstový faktor beta 1 

Th-2 – Th2 pomocné lymfocyty 

TM – transmembránový 

TMEM154 – transmembránový protein 154 

TRIM5 –protein 5 obsahující tripartitní motiv 

tRNA – transferová ribonukleová kyselina 

U3 – 3' nepřekládaná oblast 

U5 – 5' nepřekládaná oblast 

dUTPáza – deoxyuridin-trifosfatáza 

vif – gen pro faktor virové infekčnosti 

VMV – visna–maedi virus 

vpr-like – gen pro virový protein R 

W – tryptofan 

ZNF331 – gen zinkového prstu 331 

ZNF389 – zinkový prst 389 
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