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Lentiviry malych prezvykavei - analyza prevalence onemocnéni

a distribuce genotypii SRLV v chovech ovci a koz v CR

Abstrakt

Maedi-visna u ovci a artritida a encefalitida u koz jsou celosvétové rozsifena,
progresivni zanétlivda onemocnéni zpusobend retroviry, které patii do skupiny lentivirQ
malych prezvykavel (SRLV). U postizenych zvitat zptisobuji celozivotni infekce, které se
vyznacuji pomalou progresi az do zjevného onemocnéni a konci vzdy letalné. Cilem této
prace bylo zjistit prevalenci onemocnéni SRLV v CR, pomoci fylogenetické analyzy
zmapovat genotypové zastoupeni SRLV a analyzovat TMEM154, jakozto vybrany kandidatni
marker rezistence proti SRLV u ovci a koz. Celkem bylo odebrano 3410 vzorki krve ovci
akoz z 21 stad. Zjisténa sérologicka prevalence maedi visna u ovci byla 19,9 % (556/2801)
a séroprevalence artritidy a encefalitidy u koz byla 14,1 % (86/609). VSechna séropozitivni
zvifata byla testovana metodou nested polymerase chain reaction (nPCR) na pfitomnost
provirové DNA. Fylogenetickd analyza identifikovala genotyp SRLV v 77 sekvencich,
Z nichz 60 vzorkil ovci a koz bylo genotypu A a 17 vzorkli ovci patfilo genotypu B. Zatimco
vSechny sekvence genotypu B byly klasifikovany jako subtyp B2, skupina izolati genotypu A
vykazovala vy$si variabilitu a byly ptibuzné se subtypy A2 a A3. Dale bylo ndhodné vybrano
40 séropozitivnich vzorkl a 50 séronegativnich vzorki ovcei a koz cilem navrhnout metodiku
pro LAMP diagnostiku SRLV u ovci a koz. Séronegativita byla jednozna¢né potvrzena
metodou LAMP u vSech vzorkd, séropozitivni vzorky byly potvrzeny ve 31 ptipadech ze 40
u ovci 1 koz. Ke genotypizaci TMEM154 bylo nahodné vybrano 605 vzorkt ovci a 60 vzorkt
koz. Nejvice séropozitivnich zvitat bylo heterozygotnich EK (61 %), homozygotnich EE bylo
58 % a homozygotnich KK bylo 45 %. U ovci byly identifikovany vsechny tii genotypy,
zatimco vSechny kozy byly homozygotni o genotypu EE.

Klic¢ova 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
SRLYV 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.

Keywords: maedi-visna, goat arthritis and encephalitis, NPCR, LAMP, genotyping
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1 Uvod

Maedi-visna (MV) ovci a artritida a encefalitida koz (CAE) a jsou perzistentni
onemocnéni zplsobend blizce pfibuznymi viry ze skupiny lentivirG malych ptfezvykavci
(SRLV). Byl zaznamenan i mezidruhovy pienos ¢i  koinfekce. Onemocnéni jsou
charakterizovana celozivotnim pfetrvavanim kauzalniho agens v hostitelskych monocytech
a makrofazich a proménlivou délkou doby mezi infekci a indukcei sérologicky detekovatelné
antivirové protilatkové odpovédi. VétSina infikovanych zvifat nevykazuje klinické ptiznaky
onemocnéni, ale zlstdva trvale infikovana a je schopna pifenaset virus. Prenos probiha
nejcastéji laktogenni a kapénkovou cestou. U urcitého procenta se klinickd choroba vyvine
Vv jednom nebo nékolika cilovych organech, pfi¢emz nejcastéji jsou to plice, klouby, vemeno
¢i nervovy systém. Existuje mnoho faktort ovliviiujicich patogenezi onemocnéni, napi. vek,
plemeno, cesta expozice, mozné sekunddrni infekce ¢i podminky chovu, nicméné onemocnéni
ma vzdy letalni prib¢h. Vzhledem k celosvétovému vyskytu onemocnéni SRLV a jeho
nezanedbatelnému socioekonomickému dopadu na mezinarodni obchod se zvitaty a jejich
produkty, zafadila Svétova organizace pro zdravi zvitat CAE a MV na seznam
oznamovatelnych chorob suchozemskych a vodnich zZivocichli. Ekonomické ztraty jsou
zpusobeny piredev§im snizenou fertilitou, niz§i hmotnosti mlad’at po porodu i po odstavu,
snizenou laktaci a pfimymi ztratami v diisledku abortti, thynu ¢i nucené porazky. Kritickym
parametrem pro kontrolu a eradikaci onemocnéni je rychla, v€asna a piresna diagnostika
SRLV. Vétsina soucasnych kontrolnich a eradika¢nich programi je zalozena na detekci
protilatek proti viru a pfipadné konfirmaci prikazem provirové DNA (kyselina
deoxyribonukleovd). Hlavnim nedostatkem kontrolnich a eradika¢nich programt je
skutecnost, ze vySe zminéné diagnostick¢ metody jsou limitovany pfedevSim intermitentni
protilatkovou odezvou, dlouhou sérokonverzi a antigenni heterogenitou. V ptipadé prikazu
provirové DNA je limitujicim faktorem virovd genetickd heterogenita a nedostatek
spolehlivych univerzalnich primert ¢i nizké4 virova zaté€z. Vyse uvedené diagnostické metody
mohou dokonce obcas poskytovat opacné vysledky, coz s vySe zminénymi nevyhodami
jednotlivych metod muze vést k diagnostickym selhanim a mnoho infikovanych zvitat
zUstava nediagnostikovanymi pienaSeci viru. Proti infekcim SRLV neexistuje vakcina ani
1é¢ba. SniZeni ekonomickych ztrat v dasledku rozvinuti onemocnéni s klinickymi piiznaky 1ze
podpofit kvalitnim managementem, vcetné selektivniho Slechténi s vyuZitim genetickych
markerti. U nékterych plemen byla prokazana vyssi rezistence, ¢i naopak vysSi vnimavost

k infekci SRLV. Tyto meziplemenné rozdily v prevalenci a koncentraci proviru naznacuji



silny geneticky zaklad pro nachylnost k infekci SRLV. S vyuzitim celogenomové asociacni
studie bylo identifikovano nékolik lokusti asociovanych s odolnosti malych prezvykavcl vici
lentivirovym infekcim, pfi¢emz nejvic nadéji je vkladano do transmembranového proteinu
154 u ovci. K ucinné eradikaci onemocnéni se jako nejefektivnéjsi jevi vyuziti kombinace
genetické selekce s metodami Casné a precizni diagnostiky SRLV. K dosazeni optimélnich
vysledki je tfeba dalSich studii v oblasti geneticky podminéné rezistence a imunogenetiky
hostitele, dale pak v genetice viru a vyznamna je i otazka vyvoje preciznéjsich diagnostickych

metod.
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2 Literarni reSerse

2.1 Taxonomie lentivira

Podle aktualniho zafazeni Mezinarodniho vyboru pro virologickou taxonomii
(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV), patii rod Lentivirus do ¢eledi
Retroviridae, podceledi Orthoretrovirinae a zahrnuje 10 druhd (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 Kklasifikace fazeny do skupiny VI, mezi viry
s jednotetézcovym RNA genomem s pozitivni polaritou (+SSRNA; positive-sense single-
stranded Ribonucleic acid). Ve svém replikatnim cyklu maji meziprodukt DNA

(deoxyribonucleic acid), tzn. ze se jedna o viry s reverzni transkriptazou (Expasy, 2019).

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

Skupina  Nazev viru Zkratka GenBank Delka G?n Hostitel
(nt) (podet)
Bovine Bovine immunodeficiency v. BIV NC_001413 8482 5 Bostaurus
Jembrana disease virus JDV NC_001654.1 7732 8 Bostaurus
Equine Equine infectious anemia v. EIAV NC_001450 8359 4 Equus caballus
Feline  Feline immunodeficiency v. FIV NC_001482 9474 6 Felis silvestris
.. dalsi kockovité
Puma lentivirus PLV NC_038669.1 9100 4 selmy

Primate  Human immunodeficiency v. - 1 HIV-1 NC_001802 9181 10 Homo sapiens
Human immunodeficiency v. -2 HIV-2 ~ NC_001722 10359 9 Homo sapiens

Simian immunodeficiency v. SIv NC_001549 9623 6 izolovan u vice
Simian immunodeficiency v. SIV-mnd nez 40 druht
SIVmnd 2 5 NC_004455 9518 8 primati

. Caprine arthritis encephalitisv. CAEV NC_001463 9189 6 Ovis aries
Caprine

fovine  \taedi-visna v. MVV ~ NC_001452 9202 6 Capra hircus
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2.2 Stavbaviru

Virion MVV a CAEV je obaleny, sféricky az mirn¢ pleomorfni, s primérem 80-120
nm a sklada se z jadra a obalu (obr. 1), pficemz je sloZzen z 65 % z proteind, ze 35 % lipida
a1-2 % tvoii RNA (Vogt, 1997). Nukleokapsida s komplexni symetrii pfimo obaluje genom
viru. Z fosfolipidového obalu pochazejiciho z plazmatické membrany hostitelské bunky
vy¢nivaji na povrch glykoproteinové vyénélky peplomer proteiny (spike proteins). Genom je
tvofen dvéma identickymi nesegmentovanymi molekulami jednofetézcové RNA (Novakova

etal., 2016).

2.2.1 Virion

Obal je formovan membranovou dvojvrstvou sloZenou z bunéénych fosfolipidi
hostitelské buriky, mezi které jsou inkorporovany glykoproteiny (kédované v genomu viru):
transmembranové glykoproteiny, na které jsou pomoci nekovalentnich interakci navazany
povrchové glykoproteiny ve formé glykoproteinovych peplomer. Spike proteiny jsou
zodpovédné za vazbu na receptory hostitelské bunky. Jadro neboli nukleokapsid je proteinova
schranka tvaru komolého kuZele, obsahujici stejné jako ostatni retroviry dvé linedrni
molekuly virové +SSRNA a enzymy nezbytné pro replikaci viru (Blacklaws, 2009; Gomez-
Lucia et al., 2018).

gglg'?'f/lu - peplomera

Proteiny pol genu

p10PR
p6SRT
p14DU
p35IN

Lipidova dvojvrstva

Core

Proteiny gag genu

p16MA
RNA p25CA
p14NC

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

Diploidni RNA genom lentivirt malych ptezvykavci (small ruminant lentivirus;
SRLV) je dlouhy 9 202 nukleotidi u MVV a 9 189 nukleotidi u CAEV. Na zakladé
sekvenovani raznych kment a molekularnich klont byly determinovany tii strukturalni geny

bézné u replikace schopnych retrovirti: gag (group-specific antigen), pol (polymerase) a env

MVV
rev env
LTR® pol ) e LTR 3
(U3 [R]U5] 989 [ ] =t aureaza ) ViF
vpr-like —
- enhancer rev
- promotor Poly(A)
CAEV
vpr-like env
LTR 5’ pol , ] LTR 3’
(U3 [R|US5 | gag PR | R [dutpaza_in_] VIF
- enhancer rev Poly(A)
- promotor
LTRSS [ gag == vif /1
LTR 3 pol ] rev
hostitelskd bunééna DNA env == vpr-like []

Obr. 2: Schematické znadzornéni distribuce genti v provirovych genomech MVV a CAEV. Pod
konkrétnim LTR jsou vyznaceny obsazené sekvence dilezité pro transkripci (enhancer —
zesilovac¢, promotor, polyadenylacni signal — poly(A) konec) (Gomez-Lucia et al., 2018) -
upraveno

(envelope) (v potadi 5'-gag-pol-env-3’). Tii konzervované oteviené ¢teci ramce (open reading
frame; ORF) nachazejici se mezi geny pol a env byly pfifazeny tiem dopliikovym regulacnim
genam: vif (virion infectivity factor), vpr-like (viral protein R) neboli tat (transactivator
protein) a rev (regulator of expression of virion proteins), pti¢emz funkce genovych produkti
byly odvozeny pfimym studiem MVV a CAEV a také porovnanim s HIV a ostatnimi druhy
lentivira (Villet et al., 2003). Stejné jako u ostatnich retrovirt,, ohranicuji provirovou DNA
SRLV dlouhé terminalni repetice (long terminal repeat, LTR) obsahujici promotorové prvky
(cis elementy) potiebné pro transkripci, integraci a polyadenylaci virové RNA. Dlouhé
terminalni repetice jsou rozd€leny do 3 funkénich oblasti: U3 (unique 3' region) oblast je
odvozena od sekvence jedineéné pro 3' konec RNA, R (repeat) je odvozena od sekvence

opakujici se na obou koncich RNA a U5 (unique 5' region) je odvozena od sekvence
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jedine¢né pro 5' konec RNA. Velikosti téchto tfi elementd se mezi retroviry znacné lisi,
pticemz velikost U3 u lentivird dosahuje pfiblizné 450 nukleotidd, R 100 nukleotidi a US 80
nukleotidi. Dlouhé termindlni repetice hraji také dilezitou roli v bunécném tropismu,
patogenezi a pii replikaci SRLV (obr. 2) (Agnarsdottir et al., 2000; Gomez-Lucia et al., 2014,
2018; Vogt, 1997).

2.2.2.1 Gen gag

Gen gag koduje prekurzor strukturalnich proteint viru gag (Prb5gag). Ten je nasledné
zpracovan na proteiny pl6MA, p25CA a pl4NC (Vigne et al., 1982). Sekvence téchto
proteint v genu gag je konzervovana u vSech retrovird. Funkci téchto vnitinich strukturalnich
glykoproteint je ptedevsim ochrana provirové DNA.

Nejvetsi a nejhojnéji se vyskytujici glykoprotein je kapsidovy protein (p25CA). Ve
zralém virionu tvofi hydrofobni jadro virionu (tzv. core), které obaluje genomovy komplex
RNA/nukleokapsid (UniProt, 2022a). Je syntetizovan ve velkém mnozstvi a v organismu
hostitele vyvolava silnou protilatkovou odpoveéd’ béhem infekce, coz je dobie vyuzitelné pro
diagnostické testy zalozené na metodé ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Zhao
et al., 2021). Jako soucast polyproteinu hraje Gag vyznamnou roli v procesu skladani virové
kapsidy a jejim zrani. Kapsidovy protein se sklada z N-terminalni (tzv. core) domény dulezité
pro zrani virionu a C-terminalni (tzv. dimeriza¢ni) domény, ktera zprostfedkovava vzajemné
interakce mezi Gag molekulami (Andrésdottir, 2018; Strnad et al., 2003).

N-terminalni doména Gag je tvofena proteinem matrixu pl6MA. Ve virionu je
lokalizovany mezi virovou membranou a kapsidovym proteinem viru a ve zralém virionu
pokryva spodni stranu lipidového obalu viru. Dodava virionu stabilitu a tuhost. Zajistuje
spojeni mezi kapsidou a obalem (Sméfuje polyproteinovy Gag prekurzor na misto skladani
kapsidy) a je zodpovédny za zprostiedkovani vazby Gag prekurzoru s bunéénou plazmatickou
membranou vedouci k ziskavani faktorti virovych i hostitelskych (Andrésdottir, 2018; Bell &
Lever, 2013; Olech & Kuzmak, 2020).

Protein nukleokapsidy (p14NC) obaluje a chrani virovou genomovou nesestiihanou
dimerni RNA (guide RNA; gRNA) (Molaee et al., 2020; Pepin et al., 1998; Shah et al.,
2004a). Obsahuje dvé domény se zinkovymi prsty (Cys-X(2)-Cys-X(4)-His-X(4)-Cys)
(CCHC motiv), znichz kazda vaze jeden zineCnaty iont a mezi retroviry jsou vysoce
konzervované (Morcock et al., 2000). Zinkové prsty pak selektivné vazou RNA pomnozeného

viru pro enkapsidaci do nového virionu. Pusobi jako chaperon nukleové kyseliny, ktery se
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podili na pfeskupeni sekundarni struktury nukleové kyseliny béhem reverzni transkripce
gRNA (Massa et al., 2021; UniProt, 2022b). Zatimco zinkové prsty jsou lokalizovany
v centralni globularni oblasti, N- a C-terminalni domény jsou relativné volné, bez globularni

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

2.2.2.2 Gen pol

Gen pol koduje enzymy, které se podileji na replikaci a integraci DNA: reverzni
transkriptazu (RT) s aktivitou ribonukleazy H (RNaza H), proteazu (PR), deoxyuridin 5'-
trifosfat nukleotidohydrolazu (dUTPaza) a integrazu (IN) (Blacklaws, 2009).

Klicovym enzymem retroviri je reverzni transkriptdza, RNA-dependentni DNA
polymeraza, kterd umoziuje transkripci virové RNA do provirové cDNA (complementary
DNA). Jedna se o heterodimer, ktery vykazuje aktivitu RNazy H (Blacklaws, 2009). Reverzni
transkriptaza je multifunkéni enzym, ktery v cytoplazmé ptevadi genomovou virovou dimerni
RNA na dsDNA (double-stranded DNA) kratce po vstupu viru do buiky. Tento enzym
vykazuje aktivitu DNA polymerazy, ktera mize kopirovat templat DNA nebo RNA (templat
i primer; pouze dNTPs — deoxyribonukleosidtrifosfaty mohou byt inkorporovany) i aktivitu
RNazy H, jez $té€pi vlakno RNA pouze ve form¢ heteroduplexu RNA/DNA nebo RNA/RNA
v Castené procesivnim 3'—5' endonukleazovém rezimu a produkuje kratké oligonukleotidy
s 5'-fosfatem, 3'-OH. Konverze virové genomové RNA na dsDNA vyZzaduje mnoho krok:
tRNAYS2 (transferovd RNA s lysinem na pozici 1 a 2) je komplementarni a vaze se na
vazebné misto pro primer (primer binding site; PBS) umisténé na 5' konci virové RNA; RT
pouziva 3' konec primeru — tRNA K provedeni kratkého kola syntézy RNA-dependentni -
ssDNA. Cteni pokraduje oblasti U5 akonéi po opakovaném vyskytu oblasti R, ktera je
pfitomna na obou koncich virové RNA. Cast heteroduplexu RNA/DNA je $tépena RNazou H,
coz vede ke vzniku SSDNA/tRNA primer. Vyse zminéna SSDNA/tRNA hybridizuje
s identickou R oblasti umisténou na 3' konci virové RNA. Reverzni transkriptdza pouziva 3'
konec této noveé syntetizované kratké ssDNA k provedeni syntézy celého templatu RNA-
dependentni —-DNA. RNaza H $tépi templat RNA s vyjimkou polypurinového traktu (PPT)
umisténého na 5' konci genomu. Neni jasné, zda aktivity polymerazy i RNazy H probihaji
soucasn¢. Aktivita RNazy H pravdépodobné miize probihat jak v zéavislosti na polymeraze
(RNA nastépena na malé fragmenty stejnou RT provadéjici syntézu DNA), tak v rezimu
nezéavislém na polymeraze (Sté€peni zbyvajicich fragmentd RNA volnymi RT). Déle pak RT

provadi DNA fizenou syntézu +DNA pomoci PPT, které nebyly odstranény RNazou H jako
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primery a teprve poté jsou PPT a tRNA primery odstranény RNazou H. Vazebna mista pro
primer na 3 'a 5' koncich ssDNA hybridizuji za vzniku meziproduktu — cirkularni dSDNA.
Virova RT ma dislokdzovou aktivitu a reverzni transkripce kon¢i syntézou linearni dsDNA
kopie virového genomu s tupymi konci, ktera na obou koncich obsahuje LTR (Cavalieri et al.,
2018; UniProt, 2022D).

Retrovirova proteaza — retropepsin hraje kli¢ovou roli pfi zpracovani primarniho
translacniho produktu a zrani virové castice; zprostiedkovava proteolytické Stépeni
polyproteinovych prekurzori gag a gag-pol béhem nebo kratce po uvolnéni virionu
z plazmatické membrany, coz zpisobuje vyrazné morfologické zmény vedouci k pfeméné
nezralé &astice na infekéni virus (Konvalinka et al., 2015). Stépeni probihaji na piesné
definovanych mistech jako uspotadand, postupna kaskada za vzniku cilovych proteinil. Tento
proces se nazyva maturace a dosahuje maximalni aktivity béhem puciciho procesu tésné pied
uvolnénim ¢astic z bunky (UniProt, 2022c). Sekvenovani PR odhalilo podobnosti s enzymy
z rodiny aspartatovych proteinaz, u kterych dva zbytky kyseliny asparagové (kazdy umistény
ve vysoce konzervovaném motivu Asp-Thr/Ser-Gly) aktivuji molekulu vody k hydrolyze
cilové peptidové vazby. Porovnani sekvenci retrovirovych genomi ukdzalo, Ze tento
konzervovany motiv je kodovan ve vSech zndmych retrovirech (Barrett et al., 2012; Motyan et
al., 2020; Vogt, 1997).

V genomu lentivird je gen kodujici enzym dUTPaza umistén v ¢tecim ramei pol mezi
oblastmi kodujicimi RN4zu H a integrazu. Tato enzymova aktivita byla identifikovana pouze
u FIV, EIAV, CAEV a MVV. Zda se, ze aktivita dUTPazy sniZzuje frekvenci mutaci
G (guanin) za A (adenin). V piipadé CAEV se viry s deficitem dUTPazy in vitro replikuji
pomaleji v makrofazich a in vivo vykazuji mirné oslabeni patogenity. Naproti tomu se
ukazalo, ze MVV s nedostatkem dUTPazy je stejné patogenni in vivo jako virus divokého
typu (Eltahir, 2011; Gudmundsdoéttir et al., 2010; Pepin et al., 1998; Pétursson et al., 1998;
Reina et al., 2009a; Reina et al., 2006).

V kazdém virionu je s virovou RNA asociovana reverzni transkriptdza a integraza. Po
reverzni transkripci provirus migruje k jadru hostitelské buiikky a genom provirové
dvouretézcové DNA s tupymi konci je integrovan do DNA hostitelské bunky mechanismem
zprostiedkovanym IN. Tento protein §t&pi oba 3 -termindlni konce virové DNA po vysoce
konzervovaném dinukleotidu CA a odstraiiuje dva termindlni nukleotidy. Tato mistné
specificka §tépici reakce, oznatovana také jako 3 endonukleazova reakce, vede ke vzniku 3'-
OH skupiny na obou koncich linedrni virové DNA. Ptedpokldda se, ze k tomu dochazi

Vv preintegraénim komplexu pied vstupem do jadra, kde probiha nasledna inkorporace.

16



V jednokrokové transesterifikaéni reakci IN katalyzuje nukleofilni atak 3-OH skupin
zpracované virové DNA k pferuseni fosfodiesterovych vazeb v hostitelské DNA a soucasné

spojuje virovou a hostitelskou DNA dohromady. Tato koordinovana reakce se oznacuje jako

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

2.2.2.3 Gen env

Gen env koduje dva typy proteini VvV oObalu virové Castice: povrchové
a transmembranové glykoproteiny. Stejné jako u jinych retrovira je glykoprotein syntetizovan
jako prekurzorovy protein (gp160) a nasledné St€pen protedazou hostitelské bunky na dvé
podjednotky: povrchovy glykoprotein  (surface glycoprotein; SU — gpl35SU)
a transmembranovy glykoprotein (transmembrane glycoprotein; TM — gp46TM). Povrchovy
protein obsahuje domény, které jsou rozpoznavany bunéfnymi receptory. Vaze virus na
hostitelskou buiiku vazbou na jeji receptor. Tato interakce spousti refolding TM proteinu
a predpoklada se, ze aktivuje jeho fuzogenni potencial demaskovanim jeho fuzniho peptidu.
Transmembranovy glykoprotein zprosttedkovava fuzi, ke které dochdzi na plazmatické
membrané hostitelské bunky (UniProt, 2022d). Povrchovy protein stimuluje produkci
protilatek a je geneticky variabilni, takze modifikace v povrchovych glykoproteinech urcuji
antigenni variabilitu riznych izolatd (Gomez-Lucia et al., 2018; Olech & Kuzmak, 2020).

Transmembranovy protein pusobi jako virovy fuzni protein tfidy I. Je ukotven
V lipidové dvojvrstvé virového obalu a mé fuzni kapacitu lipidovych membran (umoziuje fuzi
mezi virovym obalem a membranou hostitelské bunky). Na SU protein je navazan
nekovalentni vazbou. Podle sou¢asného modelu ma protein minimaln¢ 3 konformacni stavy:
nativni stav pfed fuzi, pfechodny stav pfed utvofenim vlasenky a stav vlasenky po fuzi.
Béhem flze virové a bunéfné membrany zaujmou N-terminalni coiled-coil domény
(heptadové repetice) motiv ,,trimer-of-hairpins®, ktera umozni umisténi fazniho peptidu do
tésné blizkosti C-terminalni oblasti ektodomény (UniProt, 2022d). Vzhledem k tomu, Ze je
fazni peptid vloZen do bunééné membrany a transmembranovy segment je ukotven ve virové
membrané, predpoklada se, Ze tvorba motivu trimer-of-hairpins usnadiiuje apozici
anaslednou fuzi virovych a bunénych membran. Fize membran vede k distribuci
nukleokapsidu do cytoplazmy (Malashkevich et al., 2001). Transmembranovy glykoprotein je
mnohem konzervativnéjsi a je proto vyuzitelny v ELISA testech (Bertoni et al., 1994; Gomez-
Lucia et al., 2018; Rosati et al., 1995).
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Glykoproteiny obalu lentivird maji mnoho dilezitych biologickych funkci a obsahuji
epitopy odpovédné jak za indukci neutralizujicich protilatek, tak za interakci viru
s receptorem hostitelské bunky (Pepin et al., 1998). Béhem sestavovani viru je komplex
SU/TM zaclenén jako heterotrimerni hroty (peplomery) do lipidové dvojvrstvy vznikajicich

viriont (Checkley et al., 2011).

2.2.2.4 Doplnkové regulacni geny

Umisténi doplikkovych regulacnich geni koliduje v raznych ¢tecich ramcich
s oblastmi pol a env (obr. 2). Obsahuji ptedev$im informace pro syntézu proteini regulujicich
virovou replikaci (tab. 2). Jedna se o tyto geny:

* Vif, jehoz produkt je nezbytny k infek¢nosti viru, je dulezitym faktorem boje proti
obrannym mechanismiim buiiky hostitele — inhibuje inkorporaci cytidin deaminazy do
virionu, a tak brani degradaci nové cDNA ¢i zaméné G za A (Franzdoéttir et al., 2016; Pepin et
al., 1998; Zhang et al., 2014). Gen vif kéduje protein 29 kDa (230 aa, amino acids), ktery
u piirozené infikovanych zvifat indukuje slabou imunitni odpovéd (Ize detekovat pomoci
metody Western blot). Tento protein neni homologni s cysteinovou protedazou jako celek, ale
obsahuje motiv, ktery je homologni s cysteinovou protedzou a je translatovan b&hem
pozdnich stadii replikace viru. Vyzkumy vyuzivajici CAEV a HIV naznacuji, ze vif hraje
klicovou roli v pozdnich fazich Zivotniho cyklu viru, tj. béhem morfogeneze
nukleoproteinového jadra viru. Gen vif je nezbytny pro infekénost SRLV, pfi¢emz protein Vif
— evoluéné ziskany faktor virové infekénosti chrani virovy genom pred uzavienymi
mutagennimi aktivitami. Jednim z vyznamnych vnitinich antivirovych faktorl omezujicich
virovou replikaci v hostiteli a potencidlné blokujicich mezidruhovy pfenos viru, je APOBEC3
(apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like 3). Proteiny APOBEC3
jsou inkorporovany do nascentnich virioni SRLV, kde je v dusledku tohoto zvySena
chybovost RT a dochazi ke vzniku hypermutaci vkladanim G za A do nové syntetizovanych
virovych genom, coz vede k ukonceni replikace viru. Aby se eliminoval antivirovy ucinek
proteinit APOBEC3, Vif tyto antivirové proteiny exprimované v bunkach produkujicich 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; Kristbjornsdottir et al., 2004; Pepin et al., 1998; Refsland et al., 2010; Refsland &
Harris, 2013; Sheehy et al., 2003; UniProt, 2022¢; Xu et al., 2004).
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« vpr-like (tat) (1,7 kb mRNA — messenger RNA) koéduje protein 10 kDa (94 aa u ovci,
87 aa u koz), ktery byl poprvé popsan pro svou roli pii stimulaci genové exprese fizené
virovym promotorem umisténym na 5’ LTR. Historicky byl Tat povazovan za ekvivalent
proteinu Tat jinych lentivirQ, jelikoz mu byl pfisuzovan trans-aktivacni uinek. Zatimco Tat
proteiny jsou u HIV, SIV, BIV ¢i EIAV nezbytné pro ucinnou replikaci viru a silné
transaktivuji své LTR po vazb¢ na sekvenci TAR (trans-activating response element), MVV,
CAEYV a FIV sekvenci TAR nemaji a protein ,, Tat“ SRLV se pozd¢ji ukazal jako velmi slaby
transaktivator (Barros et al., 2005; Sargan & Bennet, 1989; Villet et al., 2003). Nedavné
studie prokazujici zacélenéni tohoto proteinu do virovych ¢astic a jeho schopnost
zprostiedkovat zastaveni bunééného cyklu ve fazi G2/M vedly k zavéru, ze protein Tat by
u SRLV bylo lepsi povazovat za protein podobny proteinu Vpr lentivird primatd (Vpr-like)
(Thormar, 2005). Protein Vpr-like indukuje zastavu buné¢ného cyklu pii prechodu G2 na
mitézu pripojenim adaptéru DCAF1 Cul4A (Ddbl-cullin4-associated-factor 1) ubikvitin
ligdzy k zatim neidentifikovanému cilovému proteinu hostitelské buniky asociovanému se
zastavou G2 faze. Zastaveni bunééného cyklu vytvaii pfiznivé prostiedi pro maximalizaci
exprese a produkce viru. Protein kdédovany timto genem zprostfedkovava akumulaci virové
mRNA prostfednictvim vazebnych mist v oblasti U3 LTRs AP-1 (activator protein-1,
aktivatorovy protein-1) a AP-4 (activator protein-4, aktivatorovy protein-4) nebo vazbou na
transkripéni bunééné faktory c-Fos a c- Jun (Morse et al., 1999). Protein obsahuje doménu
bohatou na leucin, jez je pravdépodobné zodpovédna za cileni proteinu na mista AP-1 ve
virovém LTR. Aktivatorovy proteinl a AP-4 se podileji na latenci (Duverger et al., 2013;
Imai & Okamoto, 2006). Samotny protein ze SRLV muze pfispivat k virové patogenezi
indukei folikularnich lymfoproliferativnich poruch v ruznych organech. Pasobeni VPR-like
proteinu muze byt zprostifedkovano stimulaci bunéénych gent, jako jsou geny pro cytokiny.
Muze vSak piispét k uspésné interakci mezi virem a hostitelem ,,ziskdnim*“ nebo modulaci
bunécnych faktorti podilejicich se na zahajeni transkripce béhem procesu dozrdvani monocyti
na makrofagy, coz vede ke zvySené expresi gentl viru in vivo. Kromé toho miize pfitomnost
nebo nepfitomnost sekvenci AP-1 nebo podobnych AP-1 alespoil ¢astecné vysvétlit rozdily
V tropismu mezi riznymi izolaty MVYV, jako jsou EV1 (britsky izolat) a SA-OMVV
(jihoafricky izolat) oproti K1514 (islandsky izolat) (Gomez-Lucia, 2021; Pepin et al., 1998).
Pti sledovani viri CAE s odstranénym genem bylo zjiSténo, Ze tento gen neni nezbytny pro
replikaci viru — delece genu vedla pouze k mirnému uc¢inku na replikaci in vitro i in vivo.
Protein Vpr-Like se také podili se na apoptoze (Guenzel et al., 2014). Vpr-like protein je

zaclenén do virionu, coz ukazuje na roli v ranych krocich replikace viru. Dale je soucasti
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komplexu reverzni transkripce (reverse transcription complex; RTC) a také preintegra¢niho
komplexu (pre-integration complex; PIC) a je lokalizovan v jadie (Andrésdottir, 2018; Rea-
Boutrois et al., 2009; UniProt, 2022f; Villet et al., 2003).

* rev se podili na regulaci virové exprese, reguluje transport, zpracovani a translaci
MRNA viru. Produktem genu rev je protein 19 kDa (167 aa) odvozeny z mRNA 1,4 kb,
S ,,coiled-coil“ doménou. Gen rev obsahuje Ctyfi exony: vedouci segment (exon 1),
nepielozena Cast (exon 2) a dva translované exony 3 a 4. Rev je regulacni fosfoprotein
lokalizovany v jadfe a jadérku infikované bunky, exprimovany ¢asné v infek¢nim cyklu, ktery
hraje hlavni roli v transportu nesestiihané nebo neupln¢ sestiihané virové pre-mRNA (pozdni
transkripty) z jadra do cytoplazmy infikovanych bun¢k. Tyto pre-mRNA nesou rozpoznavaci
sekvenci zvanou Rev responzivni element (rev responsive element; RRE) umisténou v genu
env, ktery neni ptfitomen v pln¢ sestfizenych virovych mRNA (¢asné transkripty). Rev protein
obsahuje jaderny lokaliza¢éni signal (nuclear localization signal; NLS), ktery umoziuji
proteinu prochdzet jadernou membranou a vykonava svou regulacni roli pravé
prostiednictvim RRE (ktery je schopen vazat RNA prostiednictvim RNA vazebného mista).
Tato funkce je nezbytnd, protoze vétSina virovych proteind je pieklddana z nesestfihanych
nebo ¢astecné sestiihanych pre-mRNA, které nemohou opustit jadro cestou pouzivanou plné
zpracovanymi bunécnymi mRNA. Motiv véazajici RNA se vdze na RRE pfitomny v neuplné
sestfizenych virovych pre-mRNA. Tato oblast také obsahuje NLS, ktera zprostfedkovava
jadernou lokalizaci. Tyto piekryvajici se funkce zabranuji neZadoucimu navratu Rev
vazan¢ho na RRE do jadra. Jakmile se Rev navaZze na RRE, NLS se ,,zamaskuje, zatimco
jaderny exportni signal (nuclear export signal; NES) ztstane pfistupny (Andrésdottir, 2018;
Gomez-Lucia, 2021; Pepin et al., 1998; Vigne et al., 1987). Zakladni role Rev je ilustrovana
mistn¢ cilenou mutagenezi ve 4. exonu: ukdzalo se, ze Rev-mutagenizovany virus je

neinfek¢éni (Gomez-Lucia, 2021; Pepin et al., 1998; UniProt, 20229).
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Tab. 2.: Geny SRLV a zakladni funce kédovanych proteint

ORF produkt  funkce
p16MA matrix-stabilita ~ virionu, spojeni  kapsidy
prekurzor Gag s obalem

9ad p55 stépen na: p25CA  kapsid-hydrofobni jadro (,,core")
pl4NC  nukleokapsid-obklopuje a chrani RNA
p10PR proteinaza-proteolyza  Gag/Pol a Gag
Kk produkei strukturalnich proteint
reverzni trankriptaza: RNA dependentni DNA
o E)rvekurzor. Gag/Pol p68RT ;ﬁ(;llgzrze}rlaza, DNA dependentni DNA pol.,
St€pen na: , oy Y . :
p14DU dUtpaza-snizuje zaclenéni dUTP a tim mutaci A
naG
p35IN integ_réza-integrace provirové DNA do genomu
hostitele
povrchovy glykoprotein-vazba viru na bunécny
env prell;usrzv?f Env _ gp13sSU receptor hostitele
8p15> stepen fia: gp46TM transmembranovy glykoprotein — fizni protein
vif inhibuje inkorporaci cytidindeaminaz do virionu
brani degradaci DNA a mutaci G na A.
transport nesestiihané nebo neuplné sestiihané
rev virové pre-mRNA z jadra do cytoplazmy
infikovanych bunék
vpr-like (tat) zastavuje buné&ény cyklus v G2 fazi

2.2.3  Zivotni cyklus viru

Kompletni Zivotni cyklus lentivirl, vstupem do buiiky pocinaje a uvolnénim novych
virovych c¢astic konce, zahrnuje sled nékolika na sebe navazujicich fazi: adsorpce na
vnimavou buriku, prunik virionu do bunky (penetrace) — jako vysledek faze virové a bunééné
membrany. Nasleduje rozbaleni virionu (ztrata kapsidy a virového obalu) a uvolnéni nukleové
kyseliny a komplexu reverzni transkripce, vytvofeni preintegracniho komplexu, replikace
virového genomu, transkripce, translace, vznik nového virionu (maturace — zrani) a nakonec
uvolnéni novych virionl z buiiky hostitele. Jednotlivé faze jsou regulovany jak virovymi, tak

bunéénymi proteiny (Bukrinskaya, 2007).
2.2.3.1 Vstup viru

Stejné€ jako jiné obalené viry vstupuji SRLV do hostitelské buniky prostfednictvim

interakce glykosylovaného povrchového proteinu, konkrétné gpl135SU s bunéénym
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receptorem/receptory, coz umoziuje fuzi viru s membranou cilové buiky (Sanchez et al.,
2002). V piipad¢ SRLV bylo zkoumano nékolik kandidatnich receptorovych proteind,
nicmén¢ posledni vyzkumy naznacuji, ze dominantni roli pravdépodobné sehravd bunécny
manozovy receptor CD206 (lecitinovy endocyticky receptor typu C, exprimovany na
makrofazich a dendritickych buiikach), ktery rozpoznavd manosylované zbytky ve virovém
proteinu Env. Po navazani viru na receptor hostitelské bunky dochazi ke spusténi fizogenniho
potencialu gp46TM, virova a bunééna membrana fizuji a virus vstupuje do bunky (Bruett et

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

2.2.3.2 Reverzni transkripce

Po fazi virového obalu s membranou hostitelské bunky se virové jadro uvolni do
cytosolu, dojde k disociaci kapsidového proteinu a degradaci jadra (Auewarakul et al., 2005;
McDonald et al., 2002) a nasledné formaci RTC (Narayan & Young, 2004). Kompletni RTC
obsahuje genomovou virovou RNA asociovanou s nukleokapsidovym proteinem, bunécny
primer tRNA, enzymy RT, INT, PR, Vpr-like a pl6MA (Briggs et al., 2003; Bukrinskaya,
2007; Fassati & Goff, 2001). Jakmile je RTC v cytoplazmé a virus ma piistup k nukleotidim
hostitelské buriky, je zahajena reverzni transkripce virového genomu (Vogt, 1997). Syntéza
DNA zacina ve specifické oblasti blizko 5' konce virové RNA s pouzitim 5' konce virové
genomové +ssRNA jako zacatku templatu a tRNAMS2 navazané na vazebné misto pro primer
(primer binding site; PBS) jako primeru (obr. 3). Vysledkem je kratky zaporny fetézec DNA,
ktery se nazyva -sSSDNA (minus-strand strong-stop DNA). Obsahuje oblast R, U5 a stale
jesté tRNA navazanou na PBS. Virova RNA, ktera slouZila jako templat, je postupné
degradovana aktivitou RNazy H reverzni transkriptdzy, pficemZz zlstava jednotfetézcova
DNA. Aby pokraovala syntéza zaporné¢ho fetézce DNA, je -sssDNA translokovéana
a hybridizovana s komplementarnimi sekvencemi na 3' konci virové genomové RNA, ktera
slouzi jako templat pro pokracujici syntézu a prodluzovani zaporného ftetézce DNA
(Champoux, 1994; Champoux & Schultz, 2009; K. A. Jones & Matija Peterlin, 1994). Poté
RNaza H pokracuje v degradaci templatového fetézce ve sméru 5'—3'. Neni ale schopna
degradovat polypurinovy trakt (PPT) sousedici s oblasti U3 na 5' konci templatové RNA (Fu
& Taylor, 1992; Gopalakrishnan et al., 1992). Segment PPT slouZi jako primer pro zahajeni
syntézy +DNA (Charneau et al., 1992). Syntéza +DNA zacina kopirovanim casti tRNA,
k ziskani kratkého fetézce +sssDNA (plus-strand strong DNA) ve sméru 5°, dokud nedosahne

konce oblasti R. Jakmile je syntéza tohoto segmentu DNA dokoncena, 3’konec nové
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syntetizované DNA hybridizuje s R oblasti 3 konce virové RNA. Tato translokace se nazyva
pfenos prvniho vldkna. RNaza H dokoncuje degradaci tRNA a sekvence PBS ve vldknu
nasedaji na komplementarni sekvence na 3' konci —ssSSDNA. Aktivita RNA-dependentni DNA
polymerazy pokracuje syntézou DNA a prodluzovanim kladnych i zapornych vlaken (pomoci
druhého vlakna jako templatu). Za zastaveni elongace je zodpovédna modifikovana baze,
ktera se nachazi v tRNA umisténé na 5' konci zaporného vlakna DNA. Molekula
dvouretézcové DNA je zformovana po odstranéni tRNA lokalizovanych na 5' koncich
(Bushman et al., 1990). Nové syntetizovana dvouvlaknova DNA zistava spojena s virovymi
proteiny za vzniku PIC. Tento komplex se sklada z linearni virové DNA, matrixového
proteinu, Vpr-like, integrazy a RT (Acheampong et al., 2003; Gomez-Lucia, 2021,
Grandgenett & Mumm, 1990).

V procesu, ktery zahrnuje duplikaci oblasti od 5' po 3' konce virového genomu, jsou
generovany i LTR, ohrani¢ujici DNA genom proviru. Vif blokuje bunéénou cytidindeaminazu

APOBECS3 s cilem eliminovat miru chybovosti RT (Andrésdottir, 2018; Gomez-Lucia, 2021).

2.2.3.3 Integrace

Provirova DNA ve formé preintegratniho komplexu prochazi jadernou membranou
apomoci viroveho enzymu integrazy ptitomného v PIC je integrovana do chromozomu
hostitelské bunky. Protein Vpr-like (pfitomny také ve virové ¢astici, RTC a PIC) hraje
v tomto procesu diileZitou roli. Ridi jadernou lokalizaci PIC a zprostiedkovava zastaveni
bunécného cyklu ve fazi G2, aby se usnadnila integrazou zprostfedkovana integrace provirové
DNA do bunécného genomu hostitele. Ackoli se piedpoklada, ze integrace lentiviru je
nahodnd, SRLV preferuji exony nebo nekodujici sekvence hostitelské DNA. Integrovany
provirus muize zuastat v bunééné DNA bez nasledné exprese mésice nebo i roky, dokud
neproniknou jadernou membranou prfislusné signalni molekuly. Rozpoznaji specifické kratké
sekvence v oblasti U3 5'LTR — vazebna mista transkrip¢nich faktort (responzivni elementy)
(transcription factor binding sites; TFBSS) spoustéjici transkripci lentivirového genomu
bunéénou RNA polymerazou I1 (Acheampong et al., 2003).

Oblasti U3, R a US obsazené v LTRs na 5" a 3' konci genomu integrovaného proviru
hraji dileZzitou roli v regulaci Zivotniho cyklu retroviru. Konkrétné 5' LTR obsahuje prvky pro
regulaci transkripce a také pro syntézu RNA. V oblasti U3 se nachazi transkripéni regulaéni
faktory — enhancer a promotor, zatimco v oblasti R jsou to CAP (Catabolite activator protein,

znamy téz jako cAMP) a misto startu pro transkripci a misto polyadenylace mRNA. Mezi
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promotorové elementy patii TATA Box a vazebna mista pro hostitelské AP-1 a AP-4 bunécné
transkripcni faktory, které jsou zodpovédné za up-regulaci transkripce provadéné bunécénou
RNA polymerazou (Barros et al., 2005; Gabuzda et al., 1989; Hess et al., 1989).

Bunééna RNA polymeraza Il vyuzivajici provirovou DNA jako templat k transkripci
jak sestfizené subgenomické mRNA, kterd bude translatovana na cilové polyproteiny, tak
kompletni virové RNA, kterd bude zabalena do nové vzniknuvsi virové Castice. Jako prvni
jsou exprimovany doplikové regula¢ni geny. Jakmile produkty téchto genti dosahnou
ptislusnych trovni, Rev usnadiiuje export nesestithanych a ¢aste¢né sestiihanych transkripta
do cytoplazmy vazbou RRE na virovou RNA. Povrchovy (a obvykle i transmembranovy)
glykoprotein kodovany env podléha N-glykosylaci. Oba tyto glykoproteiny jsou vlozeny do
diskrétnich glykolipoproteinovych mikrodomén (lipidové rafty) v cytoplazmatické membrang.
Vnitini proteiny viru podléhaji ¢astecné modifikaci (acylace mastnou kyselinou na N-konci
MA proteinu), shromazd’uji se na plazmatické membrang, kde se spojuji s SU a TM
glykoproteiny za Gcelem zahdjeni puceni. V tomto pozdnim stadiu, kdy je zahdjena syntéza
strukturdlnich a enzymatickych proteintl, je syntéza regulacnich transaktivatori inhibovéna

(Andrésdottir, 2018; Cullen, 1992).

2.2.3.4 Enkapsidace a sestaveni virové ¢astice

Po enkapsidaci se nezralé virové Castice uvoliuji ven z builkky pucenim. Proteinaza
Stépi polyproteiny uvniti viriond, coz vede ke vzniku zralé virové Castice. Prekurzory Gag
a Gag-Pol jsou transportovany do plazmatické membrany, kde se tvofi kapsida. Geny gag, pol
a env koduji strukturalni a enzymatické slozky pouzivané k zahéjeni procesu enkapsidace
(baleni) a sestaveni do virionll. Gag proteiny jsou translatovany z nesestfithané virové RNA
délky genomu na volnych polyribozomech v cytoplazmé jako polyproteinové prekurzory
(Jewell & Mansky, 2000). Kratce po své syntéze je polyprotein $tépen na protein MA, NC
a CA virovou PR. Po S$tépeni ztistava MA protein pfipojen k virové membrané, zatimco CA
protein tvoii jadro kolem komplexu RNA/NC (Hunter, 1994). Prekurzory Gag-Pol jsou
zpracovany posunem ribozomalnich ramci. Koédujici sekvence gag a pol jsou v rtuznych
ramcich a béhem translace gag mohou ribozomy sklouznout o jeden nukleotid zpét a pak
pokracovat v translaci genu pol. Glykoproteiny SU a TM jsou zpocatku syntetizovany jako
veétsi prekurzorovy polyprotein (gpl60, SU-TM) ze sesttizené genomové RNA. Jakmile jsou
proteiny Gag, Gag-Pol a Env syntetizovany, za¢nou agregovat v misté na bunééné membrané

specifikovaném MA proteinem se dvéma kopiemi primerti virové RNA a tRNA k zahajeni
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enkapsidace a sestaveni virovych ¢astic. Genomova RNA lentiviru je vybrana pro enkapsidaci
a sestaveni prostiednictvim interakce mezi virovou sekvenci sbalovaciho signalu y (psi
sbalovaci signal je zodpovédny za sbalovani RNA do virového kapsidu) a NC proteinem.
Pro sbaleni viru jsou téz velmi dilezité zinkové prstové domény. Lentivirové genomové RNA
jsou spolecné zabaleny jako voln€ spojené dimery ve virové Castici v procesu oznacovaném
jako dimerizace. Dimerizace retrovirové genomové RNA je nezbytna pro ucinnou replikaci
viru aje zprostiedkovana strukturalnimi interakcemi mezi identickymi motivy RNA ve
vedouci sekvenci viru. In vitro studie domén odpovédnych za tuto interakci identifikovala
se, Ze tato oblast tvori strukturu GACG tetraloop. Motiv je u obou SRLYV siln¢ konzervovan,
coz naznacuje kiizovou funkéni roli (Acheampong et al., 2003; Ballandras-Colas et al., 2022;
Monie et al., 2005).

2.2.4 Tropismus

Ackoli ruzné studie popsaly in vivo infekci v bunikach z epitelu mlééné zlazy, tietiho
o¢niho vicka, kostni diené, samciho i1 samiciho reprodukéniho traktu, centralniho nervového
systtmu a karpalnich kloubti, hlavni cilové bunky pro SRLV in vivo jsou
monocytarni/makrofagové linie. In vitro bylo dosazeno virové produkce v Sirokém spektru
bunécnych typl, napt. buniky synovidlni membrany a choroidalniho plexu. Vstup viru byl také
detekovan v bunkach heterologniho ptivodu, jako je lidska bunééna linie 293-T (Ali Al
Ahmad et al., 2012; Andrésdottir, 2018; Crespo et al., 2011; Lyall et al., 2000; Oskarsson et
al., 2007; Thormar, 2005). Vzhledem k tomu, ze SRLV nema tropismus k T-lymfocytiim,
jako napt. HIV, nezpisobuje u malych prezvykavcl imunodeficienci (Gorrell et al., 1992;
Heaton et al., 2012; Thormar, 2005).
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Obr. 3: Schéma reverzni transkripce: a) virovy genom — ssRNA slouzi jako templat, podle kterého RT
syntetizuje vlakno DNA s vyuzitim hostitelské tRNA jako primeru (nasedd na PBS), b) syntéza
kratkého useku -sssDNA a degradace Casti templatové RNA, c) translokace a hybridizace -sssSDNA
s komplementarni sekvenci (R) na 3' konci RNA, d) syntéza DNA, e) degradace RNA, kromé& useku
PPT, f) PPT slouzi jako primer pro syntézu +sssDNA, ¢) degradace PPT, translokace +sssDNA,
h) sekvence PBS nasedaji na komplementarni sekvenci na 3' konci —ssSSDNA, RNA-dependentni DNA
polymeraza pokracuje syntézou DNA a prodluzovanim kladnych i zapornych vlaken, i) nové
syntetizovana dvouvlaknova DNA, j) DNA genom proviru s kompletnimi LTR (vlastni zpracovani)
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2.3 Historie onemocnéni

Maedi-visna byla poprvé popsana islandskym védcem Bjornem Sigurdssonem roku
1954, ptiCemz se jednalo o prvni virus z rodu Lentivirus, ktery byl izolovan (Straub, 2004).
Ackoliv v mnoha zemich probihala pravdépodobné nakaza bez povSimnuti, islandské ovce
Zijici po staleti v naprosté izolaci od zbytku svéta, byly k nemoci velmi nachylné. Jako zdroj
nakazy byli oznaceni berani karakulské ovce importovani v roce 1933 z némeckého Halle.
Epizootické studie ukazuji, ze mezi 20 exportovanymi kusy byli 2 pienaseci bez klinickych
ptiznaki. Jeden zplsobil epizootii v severni a druhy v zapadni ¢asti Islandu (Péalsson, 1976).
Rychlému Sifeni infekce dopomohlo spolecné, dlouhé, zimni ustdjeni. Kvuli dlouhému
preklinickému obdobi se onemocnéni nepozorované rozsifilo do mnoha stdd a rozpoznano
bylo 6-7 let po importu.

Virus byl pojmenovan v islandském jazyce podle respiracnich ptiznaki maedi (maedi
— dispnoea) a neurologickych pfiznaki visna (visna-chiadnuti), jako maedi-visna virus
(Sigurdsson et al., 1960; Sigurdsson & Palsson, 1958). V pribéhu roku 1965 na Islandu
uhynulo v disledku tohoto onemocnéni pies 100 tisic ovci a dalSich 650 tisic bylo porazeno
vramci razantniho eradikaéniho programu (Brinkhof, 2009). Lentiviry u ovci byly
identifikovany po celém svété a jsou rizné oznaCovany jako maedi-visna virus (MVV),
visna/maedi virus (VMYV), virus progresivni pneumonie ovci (OPPV), ov¢i lentivirus (OvLV),
wZwoegerziekte® v Holandsku, ,1la Bouhite ve Francii ¢i ,,Graaff-Reinet disease®
v Jihoafrické republice (Andrésdottir, 2018; MacLachlan & Dubovi, 2016).

U koz bylo onemocnéni poprvé zaznamenano v Indii, nasledovala hlaseni z Némecka
a USA (1980) (Greenwood, 1995; Paul et al., 2021; Waseem et al., 2015). Na zakladé
symptomil bylo onemocnéni pojmenovano jako artritida a encefalitida koz. Roku 1980 byl
puvodce identifikovan jako lentivirus — virus artritidy a encefalitidy koz (CAEV). Zanedlouho
poté byl jeho vyskyt potvrzen ve vétSin¢ evropskych statd (Cebra & Cebra, 2012). V roce
2004 byl tento virus poprvé detekovan v Japonsku (Konishi et al., 2016), kde byla v letech
2006 az 2007 potvrzena séroprevalence tohoto onemocnéni u 10 % z 857 vzorkl séra.
Hodnoty séroprevalence v USA, Kanad¢ a Evropé osciluji v rozmezi 38 az 81 %, zatimco
v Anglii, Australii a rozvojovych zemich dosahuji maximalné 10 % (Cebra & Cebra, 2012).
V Turecku byly v roce 2014 zjiStény protilatky u 7,14 % ze 162 angorskych koz a 15,72 % ze
491 koz kasmirskych (Duman et al., 2014). Soucasnd nakazova situace ukazuje na
celosvétové rozsifeni onemocnéni SRLV s vyjimkou Islandu, Nového Zélandu a Australie,

které jsou v soucasné dobé¢ jedinymi zemémi bez MV'V, nikoli v§ak CAEV (Brinkhof, 2009;
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Cebra & Cebra, 2012). Lentivirus koz ma stejnou organizaci genomu a cilové organy jako
MVV (Karr et al., 1996; Leroux et al., 1997; Zanoni, 1998). Lentiviry ovci a koz se bézné
oznacuji jako lentiviry malych pfezvykavct a dé€li se do péti fylogenetickych skupin A-E,
které se opet déli na podskupiny. Prototyp kmentit MVV je ve skupiné Al, zatimco prototyp
CAEYV je ve skupiné B1 (Andrésdottir, 2018; Grego et al., 2007, 2009; Shah et al., 2004a).

Vzhledem k tomu, Ze neexistuji konkrétni pravni ptedpisy, tykajici se programu statni
kontroly, mnoho zemi jako Nizozemsko, Finsko, Némecko, §V}'Icarsko, Francie, épanélsko
a Italie zavedlo dobrovolné plany eradikace se spornou ucinnosti. Dostupné epizootické udaje
ukazuji na rostouci séroprevalenci zejména v evropskych stadech, coz znepokojuje zemédélce
kvtli znaénym ekonomickym Skoddm v dusledku obchodnich omezeni, snizené produkce
mléka ohrozujici rast jehnat, zvySené umrtnosti novorozenych jehnat a pfedcasné porazky
infikovanych zvitat (Kalogianni et al., 2020). Svétova organizace pro zdravi zvifat (World
Organisation for Animal Health, OIE) zafadila SRLV na seznam oznamovatelnych chorob
suchozemskych a vodnich zivocichi kvuli vysokému socioekonomickému dopadu na
mezinarodni obchod se zvifaty a jejich produkty (Arcangeli et al., 2021; OIE, 2019).

V Ceské republice byl vyskyt SRLV poprvé popsan po¢atkem 90. let na zakladg
vysledki sérologické diagnoézy detekci specifickych protilatek pomoci agarového
imunodifuzniho testu (agar gel immunodiffusion, AGID). Prvni izolace viru a ¢astecna
genomova charakterizace lentiviru z ¢eské ovce byla publikovana v roce 1997 (Celer et al.,
1997). Dalsich Sest ¢eskych ov¢ich lentivirovych izolatl bylo charakterizovano s vyuzitim
amplifikace caste¢nych sekvenci gag s vyuzitim snPCR (seminested polymerase chain
reaction). Vysledky potvrdily, Ze genotyp ovéiho lentiviru v Ceské republice je tizce piibuzny
s prototypy kment maedi-visna K1514 (Island), EV1 (Skotsko) a SA-OMVYV (Jizni Afrika),
seskupenymi do podskupiny Al (Bartak et al., 2018; Celer et al., 2000).

2.4 Definice, popis, onemocnéni

Maedi-visna virus a virus artritidy encefalitidy koz byly dlouhou dobu povazovany za
druhové specifické, s MVV infikujicim ovce a CAEV infikujicim kozy, a to jak z hlediska
tropismu hostitele, tak z hlediska klinickych ptiznaki onemocnéni. Pozd¢&ji vSak molekularni
epizootické studie ukazaly, Ze tyto dva viry predstavuji spektrum variant schopnych infikovat
Vv pfirozenych podminkach ovce 1 kozy navzajem a nasledné byl zdokumentovan mezidruhovy

ptenos i koinfekce (Aalberts et al., 2021; da Cruz et al., 2013; Fras et al., 2013; Michiels et
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al., 2020; Minguijon et al., 2015). Proto se tyto viry souhrnné oznacuji jako lentiviry malych
prezvykavcu (Blacklaws, 2012). Vysoka rychlost virovych mutaci ve spojeni se selektivnim
tlakem muze formovat vyvoj riznych virti a zménit patogenezi i virovy tropismus. Tropismus
SRLV probiha na =zakladé interakce hostitel-virus na riznych urovnich: bunécné,
organové/tkanové nebo hostitelské. Cilovou buitkou SRLV jsou monocyty ¢i jejich
prekurzory, infekce se vsak stava produktivni az po maturaci v makrofagy. Po integraci
virového genomu do monocytu nebo jeho prekurzoru nedochazi k okamzité transkripci ani
translaci virovych proteinii a imunitni systém hostitele z toho divodu nedokaze reagovat na
piitomnost viru v buiikach. Az po maturaci monocytu v makrofag (ktery mezitim migroval do
cilovych tkani a organt) dochazi k transkripci a translaci virovych proteint a tvorb&é novych
virovych Céstic, na které je imunitni systém hostitele schopen reagovat eliminaci bunck
produkujicich virus. Vzhledem ktomu, ze tyto bunky piedstavuji 10 % vSech virem
infikovanych bunék, zlstava v infikovaném organismu neustale dosStatecné velkd zasoba
bunék s latentné ukrytym virem, zajist'ujicich jeho prezivani. Monocyt, hlavni cilova bunka
SRLYV, se bezprostiedné po infikovani in vivo chova jako ,trojsky kin“ schopny $ifit virus
vtéle a zaroven udrzovat latentni infekci Tento mechanismus latentni diseminace viru
Vv organismu oznacujeme jako mechanismus Trojského koné (Celer, 2010).

Transkripce provirove DNA a genova exprese je potlacena, dokud infikované
monocyty nedozraji na makrofagy (Minguijon et al.,, 2015). Jakmile jsou infikované
makrofagy v cilovych orgéanech, iniciuji virovou replikaci a transkripci virovych gent, coz
vyvolava zanétlivou kaskadu. Navzdory intenzivni imunitni reakci nelze virus eliminovat
a zvife ziistane nosi¢em po cely zivot. VEtSina zvifat zlistava bez priznaki, ale u urcitého
procenta se klinicka choroba vyvine v jednom nebo nékolika cilovych organech. Subklinicka
infekce a progrese onemocnéni se mohou pohybovat fadové od mésicti do let. Jak MV, tak
CAE jsou nakonec smrtelné. Genetické faktory hostitele, virovy kmen a management stada
ovlivituji vyskyt, délku a spektrum postizeni cilovych organu (Larruskain & Jugo, 2013).
Radové mésice po pocate¢ni viremické fazi dojde k sérokonverzi (Gjerset et al., 2009).
Klasicke klinické priznaky, jejichz projevy souviseji mimo jiné s virovym kmenem, se mohou
projevit az roky po nakazeni (Leroux et al., 2010). Lentiviry malych pfezvykavcli obecné
zpusobuji zapal plic, slabost, mastitidu, polyartritidu, encefalomyelitidu a progresivni
paralyzu ovliviwyjici produkci a welfare zvitat (Kalogianni et al., 2020). Hlavnimi cilovymi
organy jsou plice, klouby, vemeno a nervovy systém. K pienosu dochézi jak vertikalni, tak
horizontalni cestou (McNeilly et al., 2008). Infekce je celozivotni a jak naznacuje rodova

nomenklatura (lentus; latinsky pomaly), lentiviry zpusobuji pomalé, progresivni onemocnéni,
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jez se béhem zivota hostitele miize, nebo nemusi klinicky projevit. Onemocnéni MV bylo
pojmenovano pro své klinické respiratni a neurologické projevy (dusSnost,
meningoencefalitida) a CAE byla pojmenovana na zaklad¢ artritickych a/nebo neurologickych
pfiznaki onemocnéni. U infikovanych jedincti dochéazi k celozivotni pfetrvavajici infekci
Vv buiikdch, zejména ve vySe zminénych organech a tkanich, stejné jako v lymfatickych

uzlinach a sleziné (Ravazzolo et al., 2006).
2.4.1 Prenos

Ptestoze hlavni vstupni cestou pro prinik SRLV do téla hostitele je laktogenni cesta
(Blacklaws et al., 2004; Gaeta et al., 2018; Peterhans et al., 2004) a kontakt mezi zdravymi
a infikovanymi  zviraty (Alvarez et al., 2006; McNeilly et al., 2008), virova
kompartmentalizace s migraci viru z krevniho ob€hu do jinych organt, jako je déloha, mize
byt povazovana za dalsi rizikovy faktor (Aratjo et al., 2020).

Vertikalni pfenos je zalozen hlavné na poziti infikovaného mleziva a/nebo mléka.
Existuje ptedpoklad intrauterinniho pfenosu na zaklad¢ vyskytu provirové DNA ve tkanich
délohy, vejcovodu, vajecnikli a pupecniku. Tropismus k bunkdm reprodukénich organii
potvrdilo velké mnozstvi studii (Araujo et al., 2020; Fieni et al., 2003; Martins et al., 2017;
Oguma et al., 2014; Sousa et al., 2018). K horizontalnimu pienosu dochazi pifimym
kontaktem mezi zvifaty, predev§Sim pak infekénim aerosolem z respiracnich sekretl
(McNeilly et al., 2008). Virus MVV byl nalezen ve spermatu, ale pfenos MVV pohlavni
cestou nebyl dosud prokazan (Ali Al Ahmad et al., 2012; Peterson et al., 2008).

2.4.1.1 Mezidruhovy pienos

De Souza et al. (2015) provedli studii s cilem zhodnotit moznost mezidruhového
pfenosu SRLV z koz na ovce. U vSech 9 jehnat krmenych kolostrem CAEV pozitivnich koz,
stejné jako u 9 jehnat krmenych mlékem téchto koz, byla potvrzena nakaza SRLV. Z 8 ovci
ustdjenymi spolecné se dvéma CEV pozitivnimi kozami, doSlo k prokazatelné nakaze u 6.
U vSech zvifat byla nakaza prokazana pomoci nPCR (nested PCR), pfi¢emz sérologické
vySetfeni potvrdilo vysledky pouze u tiech ztéchto zvirat. Béhem 720 dnii pozorovani
nedoSlo k manifestaci klinickych ptiznakl. Sekvence viru ziskana z infikovanych zvirat
vykazovala vysokou shodu s prototypem CAEV-Cork. Nakaza CAEV byla potvrzena
U kozorozce horského (Capra ibex) (Erhouma et al., 2008) a kamzika b¢laka (Oreamnos

americanus) (Patton et al., 2012). Pozitivni nalez specifickych protilatek proti SRLV byl
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potvrzen u srnce obecného (Capreolus capreolus), jelena evropského (Cervus elaphus),
kamzika stiedozemniho (Rupicapra pyrenaica) a muflona evropského (Ovis aries musimon)
(Gentile et al., 2000; Kumar et al., 2022; Lopez-Olvera et al., 2009; Olech et al., 2020;
Sanjosé¢ et al., 2016). Experimentdlné¢ se podatfilo MVV nakazit kiizence ovce domadci
a muflona evropského (Ovis aries musimon X Ovis spp) (Blacklaws et al., 2004; Guiguen et
al., 2000).

2.4.2 Klasifikace lentiviri malych prezvykavci

Rychly vyvoj bodovych mutaci (virova RT postrada korekéni schopnost) a moznych
rekombinaci v hostitelskych buiikkdch béhem koinfekce jsou zdrojem rychlé genetické
variability, rozmanitosti kmenl a evoluce viru. Vysokéd genetickd variabilita mezi SRLV
a odpovidajici fylogenetick¢é vztahy mezi sekvencemi byly popsdny v mnoha studiich
v riznych zemich (Ramirez et al., 2013). V roce 2004b Shah et al. navrhli Klasifikaci
genotypu SRLV na zaklad¢ sekvenéni informace 2 genomovych oblasti, oblasti gag-pol (1,8
kb) a pol (1,2 kb). Tento klasifika¢ni systém pro genotypizaci a subtypizaci SRLV zahrnuje 5
genotypu (A az E), které maji 25 az 37% variabilitu v nukleotidové sekvenci (Eltahir, 2011,
Gomez-Lucia et al., 2018). Genotypy A, B a E jsou dale rozdéleny na nejméné 29 aktualné
uznavanych podtypt, které se 1isi mezi 15 % a 27 % jejich sekvence. Genotypy A a B jsou
oznacovany jako MVV-like a CAEV-like a jsou celosvétové nejrozsifengjsi. Genotyp A
predstavuje nejbéznéjsi a nejvice heterogenni skupinu s 24 odlisnymi subtypy (Al-A24)
(Bazzucchi et al., 2021; Michiels et al., 2020). Genotyp B, reprezentovany subtypy B1-B3,
zahrnuje kmeny podobné CAEV a ve srovnani s genotypem A vykazuje niz$i genetickou
variabilitu (Bertolotti et al., 2011). Genotypy C, D a E (subtypy E1-E2) jsou omezeny na
specifické geografické oblasti. Genotyp C byl identifikovan pouze u norskych ovci a koz
(Gjerset et al., 2006). Genotyp D byl nalezen pouze u Svycarskych a Spané€lskych ovci
(z hlediska pol sekvence) (Glaria et al., 2009) a genotyp E je uzce spojen s kozami v severni
Italii (kmen E1 — Roccaverano), Sardinii a regionech Umbrie (subtyp E2) (Bertolotti et al.,
2013; Giammarioli et al., 2011; Grego et al., 2009; Reina et al., 2009a). Genotyp D byl
pivodné identifikovan analyzou pouze genu pol, ale nasledna dalsi fylogeneticka analyza
zahrnujici také oblast gag na stejnych izolatech spiSe spojuje tyto sekvence s genotypem A,
coz naznacuje, ze genotyp D je ve skuteCnosti genotyp A, ktery vykazuje divergenci v genu
pol (Aratjo et al., 2020; Colitti et al., 2019; Ramirez et al., 2013). Je tfeba poznamenat, ze
subtyp B4, diive identifikovany Santrym et al. (2013), byl pozdé&ji pieklasifikovan jako
rekombinantni kmen (L’Homme et al., 2015). Subtyp B5 byl identifikovan analyzou pouze
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oblasti pol, s ohledem na dal$i analyzu (gag-pol) byl vsak piitazen k subtypu B1 (Arcangeli et
al., 2021; Michiels et al., 2020).

Vétsina z téchto genotypl a podtypti byla detekovéana u ovci 1 koz (napt. vSechny B, C
a D stejné jako nékteré podtypy genotypu A), zatimco jiné podtypy (genotypti A a E) se jevi
jako druhové specifické. V téchto ptipadech existuje vSak moznost, ze mezidruhova infekce
jesté neprobehla ¢i nebyla identifikovana (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). Prvni izolaci viru a ¢aste¢nou charakterizaci genomu ¢eského
izolatu MVV publikovali Celer et al. (Celer et al., 1997). Dalsich Sest izolati Ceského
lentiviru ovci bylo charakterizovano z produktt snPCR amplifikace parcialnich sekvenci genu
gag (Celer et al., 2000), které potvrdily, Ze genotyp ovéiho lentiviru v CR uzce souvisi
s prototypem kment maedi-visna K1514 (Island), EV1 (Skotsko) a SA-OMVYV (Jizni Afrika),
nedavno seskupenymi do podskupiny Al. Nicmén¢ mezi Sesti analyzovanymi viry a prvnim

izolatem MVV lze nalézt jasné fylogenetické rozdily (Bartak et al., 2018).
2.4.3 Priznaky onemocnéni

Lentiviry malych pfezvykavci zplsobuji fadu ekonomicky vyznamnych
multisystémovych progresivnich zanétlivych syndromd, které jsou charakterizovany raznymi
kombinacemi nejéastéjsich syndromui: duSnost spojena s intersticialni pneumonii (maedi),
chifadnuti a vzestupna paralyza (visna), artritida a mastitida. Klinicky jde o pomalu
progredujici onemocnéni charakterizované postupnou ztratou télesné kondice v disledku
chronického zanétu v riznych organech. Hostitelsky tkanovy tropismus kauzativniho lentiviru
urCuje, ktery ze syndromii choroby se vyskytne, ackoli mechanismus odpovédny za tuto
variabilitu jesté neni plné€ objasnén (Blacklaws, 2009).

Imunitni odpovéd’ generovana proti virovym proteinim zpisobuje chronicky zanét,
ktery vede k patologickym zméndm pozorovanym v cilovych orgdnech nakaZenych zvifat.
Hlavni zménou, ke které dochazi v postizenych tkéanich, je infiltrace mononuklearnich bunék
(Ilymfocytd, makrofagi a plazmatickych bunégk), které se progresivné organizuji do struktur
podobnych lymfoidnim folikuliim, az nakonec dojde k destrukci tkani a omezeni funkce
postizené¢ho organu. Maedi-visna a CAE se vyznacuji respiracnimi, nervovymi, mastitidnimi
a artritickymi klinickymi ptiznaky. Zda se, Ze klinické postiZzeni zdvisi na tropismu kmene
SRLV, postizeném druhu a genetickém pozadi kazdého plemene nebo jedince. Ackoli je

prib&h onemocnéni obvykle subklinicky, malé procento zvirat mize vykazovat nékteré nebo
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I vSechny pfiznaky. Obvykle u MV pievladaji ptiznaky respiracni a mastitidni, zatimco
u CAE nervové a artritické (Blacklaws, 2012).

U koz infikovanych virem CAE jsou rozpoznavany dva zakladni syndromy: chronicka
progresivni artritida u dospélych koz (artritida koz) a syndrom ascendentni parézy/paralyzy
U mladych (2-6mésic¢nich) jedincd, tzv. leukoencefalomyelitida. U jednotlivych koz se
typicky vyvine pouze jeden z téchto dvou chorobnych syndromii a obecné ne oba. Mén¢ Casto
byla infekce virem encefalitidy kozi artritidy spojena s intersticidlni pneumonii a mastitidou
(MacLachlan & Dubovi, 2016).

Respira¢ni onemocnéni (maedi) je nejcastéj$i klinickou formou u ovci. Postihuje
dospéla zvitata star$i 2 let (u ovci nejéastéji 2-5 let; u koz 1-6 mésict), a jakmile jsou
ptiznaky zjevné, délka zivota zvifat nepfesahne 1 rok (Watt et al., 1992). Prvni faze
onemocnéni je Casto piehlizena, nicméné nastup klinickych pfiznakli maze byt uspiSen
hor$imi podminkami v managementu stada, ¢i vyS$§i nemocnosti. Zpocatku velmi nenapadné
pfiznaky vedou k pomalému zhorSovéani celkového zdravotniho stavu nakaZenych zvitat.
Jednim z prvnich ptiznaki je ndmahova dyspnoe. Tu chovatel nejcastéji zaznamena pii
manipulaci se zvitaty, napt. béhem ptehanéni, kdy mize dojit az ke kolapsu zvitete. Dusnost
je provazena extenzi krku, rozSifenim nozder, dychanim s otevfenou tlamou. Zvife si pfi
dychani pomaha nadmérnym zapojenim bfiSnich svalii. Nasleduje klidova dusnost a Castéjsi
zrychlené dychani (Barquero et al., 2015). S progresi onemocnéni Se objevuje hubnuti,
kachexie a postupné chfadnuti. Nemocné zvife mize ¢i nemusi kaslat; nosni exsudat se objevi
v piipad¢ sekundarnich bakteridlnich infekci. Onemocnéni nebyva doprovazeno horeckami.
Pti¢inou thynu byva nejcastéji sekundarni infekce bakterii Pasteurella multocida. Klinické
ptiznaky jsou zpisobeny chronickou intersticialni pneumonii, ktera zvétSuje tloustku
alveolarnich ptfepazek (dochéazi ke zmnozeni vazivové tkang€) a progresivné snizuje kapacitu
vymény vzduchu postizenych plic, ¢emuz odpovida patologicko-anatomicky nalez (Gomez-
Luciaet al., 2018).

Onemocnéni mlécné zlazy je druhou vyznamnou formou s piihlédnutim
k ekonomickym ztratam a cCetnosti vyskytu. U nékterych plemen (napi. Spanélské Rasa
Aragonesa) mize byt Cast€js$i nez respiracni forma (Lujan et al., 1991). Obecné postihuje
dospéla zvitata ve véku 3 az 5 let (ovee, vzacnéji kozy), ale byla pozorovana i u jednoletych
zvifat (Houwers & Nauta, 1989). Objevuje se cCastéji v ptipadé automatického dojeni
a u zvifat chovanych intenzivné (Gayo et al., 2018). Mastitida obvykle probiha subklinicky, je
indurativni, chronickd, difuzni, oboustrannd a nebolestiva, se zdufenim lymfatickych uzlin

mlécné Zlazy. Hlavnim klinickym piiznakem je nedostatecnd produkce mléka, kterd se
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obvykle projevuje zpomalenym a/nebo nedostatecnym ristem jehnat. Makroskopické
vlastnosti mléka (barva a konzistence) se vyrazné¢ neméni (Barquero et al., 2013).
V poporodnim obdobi se mohou objevovat 1éze v oblasti vemene, které mohou dale
fibrotizovat, coz zpusobuje induraci mlééné Zlazy a sten6zu mlékovodu. Patologie odhaluje
chronickou intersticialni mastitidu (Gomez-Lucia et al., 2018).

Onemocnéni kloubt je nejméné Castym projevem u ovci, ale velmi ¢astym u koz.
Aurtritida postihuje zvitata ve véku od 2 do 3 let. Obvykle postihuje karpalni a tarzalni klouby,
coz vede ke kulhani. V mensi mife mohou byt postizeny také oblast atlasu a Sijové vazivo.
Proces zacind edémem a kongesci synovidlni membrany a pouzdra kloubu, coz zplisobuje
ztlusténi obou struktur a zvétseni kloubt (Pérez et al., 2015; Rowe & East, 1997). Casta je
difuzni fibréza pouzdra a dalSich struktur, v té€zkych ptipadech mize byt pozorovana nekroza
tkané, n€kdy s dystrofickou kalcifikaci a chrupavcita a/nebo kostni metaplazie (Pérez et al.,
2015). Nakonec se artroza vyvine v ankylozu v dusledku kalcifikace nebo fibrozy. Bylo
zjisténo, ze u koz s Th-2 imunitni odpovédi (CD4+ T-lymfocyty) dochazi k rozvoji artritidy,
zatimco kozy se smiSenou odpovédi IgG1l a IgG2 zlstavaji bez klinickych ptiznaki, coz
naznacuje, ze protilatky anti-SRLV IgG2 chrani pied rozvojem onemocnéni (Cheevers et al.,
1997).

Nervova forma onemocnéni se u ovci vyskytuje velmi vzacné, a to nejcastéji
u ustajenych zvifat. Postihuje ovce starsi 2 let (nejéastéji 2—-5leté), i kdyz u nékterych plemen,
jako je izraelské Assaf, se mize vyskytnout i u mladsich zvifat. V severozapadnim Spanélsku
bylo zaznamenano rozsahlé propuknuti infekce MVV dokonce i u zvifat ve véku 4—-6 mésict
(Benavides et al., 2007). Nervové pfiznaky zahrnuji slabost zadnich koncetin a ataxii,
hypermetrii a paralyzu, coz obvykle vede k ulehnuti, ackoli zvife zistava ostrazité a reaguje
na vnéjsi podnéty. Hlavni pfic¢inou je encefalitida nebo encefalomyelitida (Benavides et al.,
2006, 2009). Casta je chronicka nehnisava meningoencefalomyelitida, obvykle doprovazena
demyelinizaci. U koz je tato forma méné cCastd nez artritickd a je charakteristicka
leukoencefalomyelitidou u 2—-6mési¢nich kizlat. Syndrom zahrnuje inkoordinaci, ataxii
zadnich koncetin, ktera nakonec muze postihnout i predni koncetiny, a nakonec naprosté
vycerpani a paralyzu. Tyto klinické ptiznaky jsou piitomny po dobu 6 mésicli aZ jednoho
roku, doprovazené, stejné jako u ostatnich forem, progresivnim hubnutim a v nékterych
ptipadech kachexii (Rowe & East, 1997). Kone¢na faze patogeneze zacina S manifestaci
Klinickych ptiznaku. I pies vysokou troven infekce v nékterych stadech nemusi byt klinické

projevy prili§ patrné, jelikoz existuje mnoho faktord ovliviiujicich patogenezi: virovy kmen,
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vek, plemeno, cesta expozice, mozné sekundarni infekce a podminky chovu (Gomez-Lucia et
al., 2018).

2.5 Lentiviry malych prezvykavcu a odezva hostitele

Nedavné studie identifikovaly bunéény mandzovy receptor CD206 u ovci (Bruett et
al., 2000; Crespo et al., 2011; Hovden & Sommerfelt, 2002; Ramirez et al., 2013). Nicmén¢
u koz nebyly kandidatni buné¢né receptory pro SRLV zatim identifikovany. Je tedy mozné, Ze
v ptipadé MVV a CAEV existuji rizné bunétné receptory k pronikani viru do hostitelské
bunky (Blacklaws, 2012; Hotzel & Cheevers, 2002). Po vstupu viru do hostitelské bunky
a integraci provirové DNA do hostitelského genomu dochazi k syntéze virovych proteinil
a genomové RNA pomoci enzymatickych systéml hostitelské builky, za vzniku novych
virovych ¢astic. Hostitelsky organismus bojuje s infekci SRLV rliznymi mechanismy na vice
urovnich, a tak se ne vzdy podafi viru buniku infikovat. Po vstupu viru do cilové bunky zahaji
hostitelsky organismus pomoci procest fizenych adaptivni i vrozenou slozkou imunitniho
systému obrannou reakci. Na této obranné reakci se kromé¢ jinych podileji molekuly vrozené
imunity — druhové specifické antiretrovirové faktory, napf. tripartitni motiv obsahujici protein
5 (tripartite motif containing protein; TRIMS), ¢i APOBEC3. Nedostate¢né produktivni
infekce nemusi byt tedy pouze disledkem nedostatku funkénich receptorti, ale mize byt
ovlivnéna i bunéénymi restrikénimi faktory, které ti€inkuji na riznych stupnich replikacniho
cyklu viru (Gomez-Lucia et al., 2018). Nicméné retroviry jsou schopny témto obrannym
mechanismim ¢elit. Virus a hostitel se spoleéné vyvijeji podle vrozenych a adaptivnich
imunitnich tlakt, aby dosahli pievahy ve prospéch viru nebo hostitele. Je tfeba poznamenat,
ze heterologni restrikéni faktory vrozené imunity jSou casto rozSifenéjsi a siln&j$i nez
homologni; toto zjisténi mize mit nové profylaktické a terapeutické dusledky Vv boji proti
lentivirovym infekcim (Andrésdottir, 2018; Minguijon et al., 2015).

TRIM50. je 509 aa dlouhy protein z rodiny TRIM, kodovany genem TRIMS
umisténym u ovci 1 koz na chromozomu 15. lzoforma o tohoto proteinu funguje jako
retrovirovy restrikéni faktor v ¢asné fazi retrovirové infekce. TRIM motiv zahrnuje tfi
domény: doménu typu zinkového prstu schopnou vazat dva kationty zinku (really interesting
new gene domain; RING domain) finger a B-box a coiled-coil doménu (s aktivitou E3
ubikvitin ligazy). 1zoforma o obsahuje C-koncovou doménu PRY/SPRY (téz RING finger

protein 88; RNF88), ktera rozpoznava motivy uvniti kapsidovych proteini a degraduje je
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prostrednictvim ubikvitin-proteazomové cesty, brani uspé$né reverzni transkripci, inhibuji
integraéni a postintegrani kroky virového cyklu apokracovani zivotniho cyklu viru.
Nedavno se ukazalo, ze TRIMSa muze omezit SRLV podobnym zpiisobem jako jiné retroviry
(Jauregui et al., 2012; NCBI, 2022a; 2022b; UniProt, 2022h).

V poslednich letech byla vénovana velka pozornost systému APOBEC3/Vif, zejména
v souvislosti s HIV. Proteiny A3 uplatiiuji svou inhibi¢ni aktivitu deaminaci cytosinu na
uracil (C na U). Timto zpisobem jsou vkladany hypermutace G na A do nové
syntetizovaného fetézce virové -DNA po odstranéni RNA z hybridu DNA/RNA (Harris et al.,
2003; Lecossier et al., 2003; Sheehy et al., 2002, 2003). Tyto mutace zpusobuji abnormalni
expresi nefunk¢nich virovych proteind, coz vede k naruseni zivotniho cyklu viru. U ovce jsou
minimaln¢ 4 znamé A3 proteiny (A3Z1, A3Z2, A3Z3 a protein s dvojitou doménou A3Z2-
7Z3) koédované 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). Ov¢i protein A3Z2-7Z3 s dvojitou doménou funguje jako restrik¢ni faktor nejen
UMVV s deleci Vif, ale i u HIV-1 a viru mysi leukémie (murine leukemia virus; MLV). Na
rozdil od humannich A3 proteini (A3G a A3F, kter¢é maji C-koncovou aktivni
cytosindeaminazovou doménu), ov¢i A3Z2-Z3 proteiny maji aktivni N-koncovou
deaminazovou doménu. Protein Vif MVV je nezbytny pro replikaci MVV v makrofazich
abylo prokazano, ze u ovci neutralizuje proteiny A3Z2-Z3, stejné jako A3Z3. Zatimco
proteiny A3 plsobi jako restrikéni faktor u Siroké Skaly retrovirti a restrikce neni druhové
specificka, proteiny Vif obvykle plisobi proti restrikéni aktivité proteini A3 druhoveé
specificky. Ovei A3Z2-73 tedy ptisobi restrikéné proti HIV-1, ale Vif MVV muze degradovat
pouze A3Z2-73 u ovci, ale ne u lidi. Neddvné studie vSak ukézaly, Ze n¢které interakce Vif-
A3 nejsou tak druhové specifické, jak se predpokladalo. Protein Vif MVV iniciuje degradaci
nejen A3Z3 u ovci, ale také A3H cloveéka a makaka rhesus, stejné jako A3Z3 proteinti skotu
a kocek (LaRue et al., 2010). Dvojdoménovy protein A3Z2-Z3 ma podobnou subcelularni
distribuci jako A3F a A3G u lidi. Preferuje deaminaci cytosini v sekvencnim kontextu T
(T/C) C (cytosin/thymin), ktery funguje jako cilové misto pro mutace ve Vif-deficientnich
(dVif) kmenech. Protein A3Z2-Z3 je tedy pravdépodobné dominantnim antiretrovirovym
faktorem z A3 proteint in vivo u ovci (Jonsson et al., 2006; Jonsson & Andrésdottir, 2013;
LaRue et al., 2008; Minguijon et al., 2015). Lentivirové kofaktory Vif jsou evolu¢né
a strukturné¢ konzervované. Pomoci experimentalni analyzy in vitro bylo zjisténo, ze Vif
CAEYV degraduje APOBEC3 jak u ovci, tak u koz. Tato zjisténi naznacuji, Ze lentivirovy Vif

vyuzivd evoluéné a strukturdlné¢ stabilni proteiny jako své kofaktory pro degradaci
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APOBECS3. (Kane et al. (2015) identifikovali jako kofaktor Vif MVV cyklofilin A (CYPA,
také znamy jako peptidyl-prolyl izomeraza A). Potieba kofaktoru CYPA byla potvrzena
neékolika studiemi jak u MVV, tak u CAEV, napf. u kmene Cork, 1GA, Roccaverano
a K1514. Tato pozorovani naznacuji, ze pozadavek CYPA na degradaci A3 proteinti hostitele
je spole¢nym znakem SRLV (Yoshikawa et al., 2016).

Dalsim bunéénym antivirovym systémem jsou interferony (IFN). Jedna se
o glykoproteiny ze skupiny cytokint, jejichz syntéza je vyvolana patogennimi podnéty.
Podileji se na antivirové odpoveédi imunitniho systému, pfi¢emz svym piisobenim na bunky
V nich vyvolavaji antivirovy stav. U malych ptezvykavct byly identifikovany nasledujici tii
typy IFN: typ I (IFN-I), ktery zahrnuje IFN-o, IFN-B a n¢kolik dal§ich (IFN-o a IFN-1),
produkovanych vétsinou virem infikovanych bun¢k; typ-11 (IFN-II), ktery zahrnuje pouze
IFN-y a je produkovan pouze urCitymi buiitkami imunitniho systému; a typu IIT (IFN-III),
konkrétn¢ IFN-A. Ke spusténi antivirové odpovédi se IFN vazou na specifické receptory na
bunécné membrané a spoustéji kaskadu reakci, jejichz vysledkem je stimulace exprese IFN-
inducibilnich gent, které bojuji s viry riznymi mechanismy a disledkem je odmitnuti virové
infekce buiikou (Blaszczyk et al., 2016). Nékolik studii ukazalo, ze oblast U3 LTR, které
ohrani¢uji genom provirové DNA SRLV, obsahuje vysoky pocet mist, ktera vazou bunééné
faktory aktivujici transkripci (transcription-binding place; TBS), mezi nimi ISRE (IFN-
sensitive response elements) v piipadé¢ IFN-I a GAS (gamma-IFN activation site; GAS)
v ptipadé IFN-II (Gomez-Lucia et al., 2014, 2018; Murphy et al., 2012).

Pokud je virus schopen pfekonat antivirové mechanismy, nastava kratkd faze virémie.
V této fazi dochazi k pfechodnym imunopatologickym zménam. Tropismus SRLV in vivo
zahrnuje monocyty, makrofagy a dendritické buiiky (Blacklaws, 2012). Mohou také infikovat
mikroglie, endotelidlni buiiky, fibroblasty a epitelidlni buniky jinych tkani a tyto butiky mohou
pusobit jako rezervoary viru, jako napf. v piipad€ epitelidlnich bunck mlécné zlazy
a prispivaji k pfenosu mezi matkou a mladétem béhem laktace (Adedeji et al., 2013; Murphy
et al., 2010). Prvnimi cili infekce jsou makrofagy a dendritické buniky plicni nebo stievni
sliznice. Dendritické buiky migruji do lymfatickych uzlin, kde je virus pfenesen do
makrofagt, které po opusténi lymfatické uzliny sifi infekci dal (Blacklaws, 2012). K replikaci
viru dochazi az ve zralych monocytech a makrofazich, coz umoziuje viru po néjakou dobu
unikat bunéénym a humoralnim imunitnim reakcim. Pfedpoklada se, ze infikované makrofagy
pronikaji do kostni dfen¢, kde mohou ovlivnit myeloidni nebo stromalni bunky, coZz mize
zarucit nepietrzitou produkci infikovanych monocyti a nasledné chronickou infekei po cely

zivot zvifete (Blacklaws, 2012).
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Infikované makrofagy exprimuji na svém povrchu virové proteiny kodované env
agag, asociované predev§Sim s hlavnim histokompatibilnim komplexem (Major
histocompatibility complex; MHC) (Stonos et al., 2014). Ten je lokalizovany na 20.
chromozomu u ovci a 23. u koz (Amills et al., 1998; Dukkipati et al., 2006). Geny MHC 1.
a Il. tfidy koduji receptorové glykoproteiny, které se navédzou na virové proteiny. Komplex
virovych proteint/MHC je rozpoznavan T lymfocyty iniciujicimi imunitni odpoveéd a téz
stimuluje produkci interferonu (I a Il). Hlavni histokompatibilni komplex je jednim z mala
polymorfnich systému, u kterych bylo mozné stanovit funkéni vyznam pro pozorovanou
genetickou variaci (Larruskain & Jugo, 2013).

Pokud jde o humoralni imunitni odpoveéd’, prvni protilatky se objevily 3 tydny po
experimentalni infekci a byly proti p25CA. O dva tydny pozdé&ji byly u ovci i koz detekovany
protilatky proti gp46TM, p14NC a pl6MA a ve vétSing ptipadl se zpozdénim protilatky proti
gpl35SU. Protilatky syntetizované proti Env proteinim blokuji vazbu téchto proteini na
bunéény receptor a maji neutralizaéni schopnost, nicméné neutralizacni protilatky jsou
produkovany pomalu a maji nizkou afinitu a jejich titry jsou nizké. Ke vS§emu neni zcela jasné
jejich funkce in vivo s piihlédnutim k faktu, Ze SRLV jsou klasifikovany jako cell-associated
viry a mohou se tedy Ssifit kontaktem mezi bunkami a neutralizace nemusi Sifeni viru
narusovat (Blacklaws, 2012). Ac¢koliv humoralni odpovéd’ nestaci k odstranéni virové infekce
(kterd je celozivotni), nékteré studie ukédzaly, Ze miZze omezovat Sifeni SRLV (Andrésdottir et
al., 2002). Bunkami zprostfedkovana imunitni reakce proti SRLV nastupuje 14 tydny po
infekci, nicméné je relativné slaba. Infikované monocyty a makrofagy mohou aktivovat
specifické cytotoxické T lymfocyty (CTL). Imunopatologické zmény v cilovych organech
jsou castecné zptsobeny nartistem CD8+ T lymfocytl a inverzi poméru CD4/CD8. Zda se, ze
nékteré kostimulacni molekuly, jako je B7 v ptipadé¢ MV a CAE selhavaji, jelikoz mnoZstvi
transkriptt B7, stejné jako T-bunécné specifické pamétové reakce jsou u infikovanych zvitat
vyznamné snizeny V kontrastu se zvySenim pozorovanym be&hem asymptomatické faze
infekce. Dusledkem toho by mohly byt anergické T buiikky neschopné pfiipojit pamétové
reakce. Obecnym diagnostickym problémem je, Ze testy detekujici protilatky proti SRLV
atesty detekujici pfitomnost provirového genomu mohou poskytovat opacné vysledky
(Barquero et al., 2011; Celer et al., 2000; Kuzmak et al., 2003; Larruskain & Jugo, 2013;
Reina et al., 2007). Ackoli neshody ve vysledcich diagnostickych metod mohou souviset se
a vylucovanim proviru u zvifete. Ovce a kozy reaguji na infekci odlisné, jak lze usuzovat

podle piitomnosti protilatek a provirové DNA v mléce. Barquero et al. (2013) zjistili, Ze
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u vysokého procenta ovci s provirovou DNA detekovanou v mléce byly vzorky sérologicky
negativni, zatimco u vétSiny zvitat se po prvni detekcei protilatek v mléce nepodatilo potvrdit
pritomnost viru prikazem provirové DNA. Toto zjiSténi by mohlo naznacovat, ze protilatky
maji neutraliza¢ni ucinek. Naproti tomu vysledky PCR u koz nevykazovaly zadnou pfi¢innou
souvislost. U vétsiny koz s pozitivnim PCR testem nebyly detekovany protilatky béhem 6
mesict experimentu. Jako vSechny retrovirové infekce zlstdva infekce SRLV klinicky
latentni nebo po uréitou dobu postupuje velmi pomalu, coz zavisi na virovém kmeni,
a pfedevsim na individualni citlivosti a faktorech spoustéjicich transkripci. Mezi tyto faktory
lze krom¢ vysSe zminénych zatadit i steroidni hormony a jejich ucinek na expresi SRLV.
Steroidy ptsobi podobnym zplsobem jako IFN — prochazeji bunéénymi membranami
jednoduchou diftzi diky své lipofilni povaze a vazou se na cytoplazmatické receptory.
Komplexy hormon/receptor ptisobi jako intracelularni transkripéni faktory, které se s vysokou
afinitou vazou na urcité TBS nazyvané hormonalni responzivni elementy (HREs) pfitomné
v DNA. Stejné jako v pfipadé IFN byly funkéni HRE identifikovany v DNA (konkrétné LTR)
SRLV. Gomez-Lucia et al. (2014) pozorovali inhibi¢ni G¢inek na aktivaci viru in vitro — pfi
zvySovani koncentraci hormonu a s tim souvisejici zmény v expresi SRLV. Tomu odpovidaji
1 zmény v produkci a vyluCovani SRLV v zavislosti na stadiu reprodukéniho cyklu u ovei.
Napt. v prubéhu biezosti a nejvyssich hladin progesteronu, byl pozorovan maximalni
inhibi¢ni G¢inek na aktivaci viru, ktery pominul po porodu a v prubé¢hu laktace (Gomez-Lucia
etal., 2014).

2.6 Rezistence

Priklady genetické rezistence k lentivirové infekci jsou znamy v piipadé Cloveka.
Témer vsichni jedinci, ktefi postradaji lentivirovy koreceptor CCRS (C-C chemokine receptor
type 5), nejsou, ani po vyznamné expozici, nakazeni HIV (Heaton et al., 2013; Liu et al.,
1996; Samson et al., 1996). V piipadé MVV vysledky studii naznacovaly, Ze rezistence
hostitele k lentivirové infekci se mize vyskytnout i u ovci (Herrmann-Hoesing et al., 2008;
Larruskain et al., 2010; White et al., 2009). Rozdily mezi plemeny jak v séroprevalenci
SRLV, tak v koncentraci proviru vedly k zavéru, ze genetika muze hrat ddlezitou roli ve
vnimavosti k onemocnéni (Cecchi et al., 2019; Herrmann-Hoesing et al., 2008). Dikazy
0 rozdilné genetické schopnosti ovci odolavat infekci SRLV vychézejici nejen z individuality,

ale i z plemennych rozdila, ptineslo n¢kolik nezavislych studii v riznych lokalitach v pribéhu
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desitek 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). Napiiklad plemeno Rambouillet ma nizsi
pravdépodobnost infekce SRLV nez jina plemena (Cutlip et al., 1986; Herrmann-Hoesing et
al., 2008; Houwers & Nauta, 1989), a naopak ovce plemene Columbia maji pravdépodobnost
infekce vyssi (Cecchi et al., 2019; Herrmann-Hoesing et al., 2008). V prib¢hu poslednich 15
let se identifikace lokusti asociovanych s odolnosti malych ptezvykavca vuci lentivirovym
infekcim stala cilem né€kolika studii (Arcangeli et al., 2021). Bylo identifikovano nékolik
lokust: CCRS5 (C-C chemokinovy receptor typu 5) (Wang et al., 2014; White et al., 2009),
nékteré cytokiny (IL2/IL2R, IL4, IL8, IFN-y, TGF-B1, MCP-1, GM-CSF), MHC (Larruskain
et al.,, 2013), ZNF389 (zinc finger protein 389) (White et al., 2014) a nejvyznamnéjsi
transmembranovy 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 geneticky marker resistence ovei k SRLV byl objeven diky celogenomové
asociacni studii (GWAS) s vyuzitim ¢ipu Ovine SNP50 BeadChip (lllumina Inc.; San Diego,
CA USA) (Heaton et al., 2012). Gen TMEM154 je na 17. chromozomu u ovci i koz a jeho 7
exond kéduje 191 aa dlouhy prekurzorovy protein, piicemz vysledny zraly protein ma 161 aa.
Funkce transmembranového proteinu TMEM154 ani jeho role v interakci virus/hostitel neni
zatim objasnéna. Pivodni (ancestralni) haplotyp ma na pozici 35 glutamat (E) a je asociovan
se zvysenou nachylnosti k infekci. Mutantni alela TMEM154 koduje na stejné pozici lysin (K)
a je spojena se snizenou vnimavosti. V. TMEM154 byly také pozorovany dvé dele¢ni mutace,
jejichz vliv neni zatim prokéazan, nicmén¢ pravdépodobné rusi funkci proteinu (Clawson et al.,
2015; Heaton et al., 2013; White & Knowles, 2013).

V oblastech TMEM154, které koduji predikovanou signalni sekvenci nebo
extracelularni  doménu  proteinu, bylo  detekovano  dvanact nesynonymnich
jednonukleotidovych polymorfismi (single nucleotide polymorphism; SNP) na zakladé ¢ehoz
bylo uréeno 12 haplotypt, z nichz kazdy kdéduje rizné izoformy — kromé ancestralni jsou to
K35E, N70I, R4A, E82Y, D33N, L14H, T251, I74F, A13V, 1102T a E31Q (tab. 3). Haplotypy
1, 2 a 3 (tab. 3) jsou nejbéznéjsi haplotypy u ovci a vSechny tii maji asociaci s vnimavosti
SRLV. Ovce s haplotypem 2 nebo 3 (oba koduji glutamat na pozici 35 v extracelularni ¢asti
TMEM154) maji zvySené riziko infekce SRLV (a to az 69krat). Naopak ovce homozygotni
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pro haplotyp 1, ktery koduje lysin v poloze 35, maji snizené 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 nachylnosti k infekci a podskupinami SRLV
(Heaton et al., 2013)

Alelicky Asociace

Haplotyp Oznadeni Aminokyselina na uvedené pozici e’fektf se SRLV
vnimavost
4 13 14 25 31 33 35 44 70 74 82 102

1 K35E R AL TEDIKT N I  E | sniZena podsk. 1
2 N70I R AL TEDTET I I E | zvySena  podsk.2
3 ancestralni R AL TEDTE T N I E | zvySena  podsk.2
4 R4A (4A53) A P* F* P* R* T N® W2 NA® NA NA NA nez. nez.
6 125, E82Y R AL TEDET N I Y | nez nez.
9 D33N R AL TENET N I E | nez nez.
10 L14H,K35 R A H T E D K T N I E | nez nez.
11 T25I1 R A LI EDET N I E | nez nez.
12¢  174F R AL TEUDET N F E | nez nez.
13 A13V,N33 R V L T E N E T N I E | nez nez.
14 1102T R AL TEDET N I E T nez nez.
15¢  E31Q, F74 R A LTOQDET N F E I nez. nez.

aVysledek mutace posunu Cteciho ramce na aminokyselinové pozici 4.

®Nelze pouzit kviili pfedchozimu predSasnému stop kodonu

‘Haplotyp pozorovany pouze u divokych ovci

podsk. — podskupina; nez. — neznama; A — Alanin, D — kys. asparagova, 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 strané patogenu byly urCeny dvé podskupiny SRLV asociujici s alelami
polymorfismu TMEM154 E35K u ovci. Pro potieby této analyzy nebyl vyuzit klasicky
klasifika¢ni systém genotyptu SRLV (A az E), ale na zaklad¢ dostupnych sekvenci gag a env
byly definovany dvé fyloskupiny 1 a 2, kdy podskupina 1 byla spojena s hemizygotnimi
a homozygotnimi genotypy TMEM154 K35 a podskupina 2 s hemi— a homozygotnimi
E35 genotypy. Bylo zjisténo, Ze nékteré, ne-1i vSechny fylotypy, které zahrnuji podskupinu 2,
patii do virového genotypu A2 a nékteré viry genotypu A2 pravdépodobné nejsou schopny
infikovat ovce s predpokladanou genetickou bariérou proti infekci asociovanou s alelou K35
TMEM154. Fylogeneticka klasifikace fylotypu 1 byla méné prikaznd, pficemz zde byla
nalezena podobnost gag sekvence u SRLV, které pochazely ze severozapadni oblasti

Spojenych statl a zastupctim genotypu A3, ktery pochazi ze Svycarska. Tyto vysledky
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naznacuji, ze SRLV se adaptovaly k infekci ovci se specifickymi genotypy TMEM154 E35K
(Arcangeli et al., 2021; Heaton et al., 2012, 2013; S. Jones et al., 2022; Ramirez et al., 2021).

2.6.2 ZNF331

U koz neni problematika genetické rezistence k SRLV V soucasnosti probadana tak
podrobné jako u ovci. Z n¢kolika kandidatnich lokusi byl s vyuzitim Cipu GoatSNP60
BeadChip (lllumina Inc.; San Diego, CA USA) identifikovan jeden SNP, jako vyznamny
geneticky marker resistence koz. Jednd se o SNP v intronu genu zinkového prstu 331
(ZNF331) (Cecchi et al., 2019). Gen lezi na 18. chromozomu (u ovci na 14.) a koduje 486 aa
dlouhy protein obsahujici 12 zinkovych prsta typu Cys2His2 a jednu doménu KRAB
(Kriippel-associated box). Patii do rodiny proteinti zinkovych prsti typu Kriippel C2H2
(UniProt, 2022i). Pfedchozi studie naznacuji, ze u ¢lovéka ZNF331 funguje napt. jako tumor-

supresorovy gen pro potlaceni karcinogeneze zaludku (Yu et al., 2003).

2.7 Diagnostické metody

K metodam, které lze pouzit na detekci protilatek, patii ELISA, imunodifizni test na
agarozovém gelu (AGID) nebo imunoblotting. Zatimco ELISA je citlivéjsi nez AGID
a vhodnéj§i pro screening velkych soubortt vzorkd, AGID a imunoblotting jsou casto
povazovany za specifictéjsi (Brinkhof & van Maanen, 2007). Imunobloting je povazovan za
casové narocny, vyzaduje specializované laboratorni vybaveni, vykazuje relativné Spatnou
reprodukovatelnost a opakovatelnost, neni vhodny pro rozsahlé a automatizované testovani
a z téchto divodu je vyuzivany spiSe sporadicky (Aalberts et al., 2021; Brinkhof & van
Maanen, 2007).

Vzhledem Kk vyssi citlivosti a dostupnosti mnozstvi komercnich testovacich sad je
k prikazu protilatek nejvice vyuzivana ELISA (de Andrés et al., 2005; Echeverria et al.,
2020). Tyto komer¢ni sady jsou zaloZené na prikazu riznych antigent, véetné celého viru,
rekombinantnich proteinti a syntetickych peptidi (Aalberts et al., 2021; de Andrés et al.,
2005; Leginagoikoa et al., 2006; Nowicka et al., 2014). Testy ELISA postavené na
rekombinantnich ¢i peptidovych antigenech vyuzivaji napf. rekombinantni proteiny kapsidy,
transmembranovy protein gp46TM nebo purifikovany povrchovy glykoprotein gpl135SU,
k dosazeni nejlepSich vysledkii pak nejéastéji kombinaci vice proteini (Brinkhof & van

Maanen, 2007). I pies vysokou sensitivitu, specifitu a vyznamny piinos ELISA testi v dosud
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zavedenych kontrolnich programech ma tato metoda své rezervy. Nové genotypy, které
roz§ifuji antigenni heterogenitu, a predev$im intermitentni protilatkova odezva mohou vést
k diagnostickym selhanim (Cardinaux et al., 2013; Echeverria et al., 2020; Olech et al., 2012;
Reina et al., 2009b).

Pomoci technik zalozenych na PCR (real time PCR, nested PCR) lze detekovat
integrovanou provirovou DNA v cirkulujicich monocytech (Acevedo Jiménez et al., 2021; de
Regge & Cay, 2013; Gonzalez Méndez et al., 2020; Grego et al., 2002, 2005; Leginagoikoa et
al., 2006, Ramirez et al., 2021). Tyto techniky umoziiuji v€asnou diagnostiku, genotypizaci
a kvantifikaci virového genetického materialu a nespornou vyhodou je moznost detekovat
infekci jesté pied sérokonverzi. V soucasnosti jsou pouzivany piedev§im jako konfirmacni
test nebo pro vyzkumné ucely, nebot’ virova geneticka heterogenita a selektivni specificita
spojena s nedostatkem spolehlivych univerzalnich primert, stejné jako piipadna nizka virova
zatéz, umoznuji spiSe omezené pouziti PCR pro rutinni diagnosticka vysetfeni (Sanjosé et al.,
2015).

Mezi nové zavadéné kolorimetrické metody patii LAMP (loop mediated isothermal
amplification). Jedna se o molekularni techniku, jejiz nesporné vyhody jsou v jednoduchém
provedeni a nenaro¢ném a levném piistrojovém vybaveni (Notomi et al., 2000). Se 4-6
primery, které pracuji soucasné, lze vysledek amplifikace provirové DNA ziskat béhem 15-60
minut s vysokou uc¢innosti a specificitou (Balbin et al., 2014; Notomi et al., 2000). Nicméné
| tato metoda ma své nevyhody — kiizovy je navrh specifickych, funkénich primert a také
kvalifikovany odecet vysledkli, kdy detekce produkti LAMP je vizualizovana ptredevSim
prostfednictvim zakalu a zmény barvy po pfidani fluorescenéniho barviva, coz muze vést
K subjektivnimu hodnoceni a falesné¢ negativnim a/nebo pozitivnim vysledkim. Pouziti
metody LAMP ma zatim sva omezeni vyzadujici optimalizace piedev$im v extrakci
a zpracovani provirové DNA. V soucasnosti byla metoda LAMP pouzitd na detekci CAEV
(Balbin et al., 2014, 2017; Huang et al., 2012).

Dosud nebyl definovan zadny zlaty standard diagnostiky SRLV. Vyse uvedené
metody mohou obcas poskytovat opacné vysledky. Na zakladé srovnani sensitivity
a specificity jednotlivych metod je doporucovano pouziti kombinace metody sérologické

a real time PCR (Barquero et al., 2013; Echeverria et al., 2020; Ramirez et al., 2021).
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3 Cile prace

Cilem disertacni prace je na zakladé genetického screeningu navrhnout program
markery asistované selekce na rezistenci proti lentivirovym infekcim malych prezvykavcei
(SRLV) a navrhnout systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych pfezvykavct.

Dil¢i cile:

Analyza prevalence lentivirovych onemocnéni malych piezvykavet v CR

Analyza distribuce jednotlivych genotypt SRLV v populaci ovci a koz v CR

Analyza kandidatnich markert rezistence proti SRLV u ovci a koz

Hypotézy:

HYPOTEZA 1: V populaci ovci a koz v CR jsou zvitata séropozitivni na onemocnéni
maedi-visna ovci a infek¢ni artritida a encefalitida koz.

HYPOTEZA 2: Lentiviry malych piezvykavcii se vyskytuji v n&kolika genotypech (A-
E) a jejich zastoupeni v CR je obdobné jako v ostatnich evropskych statech.

HYPOTEZA 3: Lze nalézt kandidatni selekéni markery pro odolnost/vnimavost ovci

a koz k onemocnéni maedi-visna.
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4 Komentaie k publikovanym vysledkiim

Vysledky disertacni prace jsou publikované v nasledujicich védeckych a odbornych
periodikach a metodikach:

Barték, P., Simek, B., Vaclavek, P., Curn, V., Plodkové, H., Tonka, T., Farkova, B.,
Vernerova, K., & Vejcik, A. (2018). Genetic characterisation of small ruminant lentiviruses in
sheep and goats from the Czech Republic. Acta Veterinaria Brno, 87(1), 19-26.

Stehlikova D., Vernerova K., Curn V., Tonka T., Farkova B., Vejcik A., Bartdk P., &
Véclavek, P. (2018). Vyuziti metody LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) pro
molekularni diagnostiku lentivirt malych ptezvykavci. Veterinarstvi, 68(5), 340-345.

Tonka T., Curn V., Soch M., Vejcéik A., Vernerova K., Farkova B., Stoidl P., Bartak
P., Simek B., Véclavek P., & Plodkova, H. (2019). Srovnani incidence lentivirovych infekei
uovci akoz srozdilngm genotypem genu transmembranového proteinu TMEMI154.
Veterindrstvi, 69(5):377-380.

Metodika odbéru a zpracovani vzorkil, serologického a molekularniho stanoveni
lentivirového onemocnéni ovei a koz (certifikovand metodika).

Metodika genotypizace ovci a koz — detekce markerd geneticky podminéné rezistence
k SRLV (certifikovana metodika).

Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych piezvykavcia (ovérend
technologie).

V nasledujici kapitole jsou shrnuty dosaZené poznatky tykajici se problematiky SRLV
na tzemi CR.

Ministerstvo zemédélstvi CR stanovuje povinné preventivni a diagnostické tikony
k pfedchazeni vzniku a $ifeni nakaz a nemoci ptenosnych ze zvifat na ¢lovéka, jakoz i k jejich
zdolavani a urcuje, na které z nich a v jakém rozsahu se poskytuji ptispévky z prostredkii
statnitho rozpoctu. Tato opatfeni shrnuje kazdorocné Metodika kontroly zdravi zvitat
a nafizené vakcinace, kdy MV je do monitoringu zafazena od roku 2006 do soucasnosti
a CAE od roku 2009 do soucasnosti. Do monitoringu jsou zafazena pouze hospodafstvi
V kontrole uzitkovosti (KU). Hospodaistvi musi byt prost¢é na zakladé vyhodnoceni
laboratorniho vySetteni z predeslého roku ze strany KVS (Krajska veterinarni sprava) anebo
se jednd o nové hospodaistvi zafazené do KU, respektive jiz ozdravené hospodafstvi.
Pozitivni hospodafstvi z predeslych let mize byt do monitoringu zafazeno az po ozdraveni
a na zaklad¢ rozhodnuti ptislusné KVS. Vysetteni se provadi 1x ro¢né. Do reprezentativniho

poctu zvifat se zafazuje 25 % samicich zvifat (vSech plemen) starSich 12 mésicti nebo
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Vv laktaci, a to nejméné 50 samicich zvifat (je-li v hospodarstvi méné nez 50 zvifat, musi byt
vySetfena vSechna stars$i 12 mésicii, nebo ktera jsou v laktaci) a vSichni nekastrovani samci
star§i 6 mésict, vyjma jate¢nych beranki/kozliki (SVSCR, 2022). Od roku 2010 je na
zaklad¢ pozadavku a jednani se SCHOK (Svaz chovatela ovci a koz) soucasti Slechtitelského
programu ovci kromé jiného i ovéfovani parentity plemennych zvifat. Potvrzeni o parentité
musi mit chovatel pfi obchodovani s plemeniky (pfedev$im nakupni trhy berantl) a zatim je
pozadovano pouze u ovci. Berdnci vybrani pro stanoveni parentity musi byt z hospodaistvi
zafazeného do KU a prosttho MV na zdkladé¢ vyhodnoceni laboratorniho vySetieni
z predeslych let. V piipad¢, Ze se jedna 0 nové hospodaistvi v KU, je do parentity zafazeno az
po negativnim sérologickém vysetfeni na MV. Pozitivni hospodatstvi na MV mitize byt do
parentity zafazeno az po ozdraveni a na zadklad¢ rozhodnuti pfislusné KVS. Kritérium
negativniho hospodaistvi na MV se netyka hospodaistvi s chovem plemene Sumavska ovce
(SVSCR, 2022).

Vzhledem k podminkdm monitoringu SRLV projevili néktefi chovatelé zajem
0 kompletni sérologicky screening ve svém hospodafstvi a dale pak o moznost testovani
ptipadnych marker geneticky podminéné rezistence K SRLV. Celkem bylo odebrano 3 410
vzorki krve ovci a koz, z 21 stad. Ovce byly plemene Sumavska ovce, Valasska ovce, Cigija,
Lacaune, Bergschaf, Vychodofriska ovce a kfiZzenci Suffolk, kozy byly plemene Hnéda
kratkosrsta a Bila kratkosrsta. Odbér periferni krve probihal jugularni venepunkei v souladu
se Zakonem o veterinarni péci a o zméné nékterych souvisejicich zakonu ¢. 166/1999 Sbh. Od
kazdého zvitete bylo odebrano 3 x 10 ml nesrazlivé krve, jako antikoagulant byla pouzita
K3EDTA (tri-draselna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové) v koncentraci 1,5 mg/ml.
Antikoagulant byl okamzité promichan s krvi opakovanym pieklapénim a nasledné byly vzdy
2 zkumavky od kazdého vzorku umistény do chladicich boxii a svoznou linkou odeslany
k dalsi analyze do Statniho veterinarniho ustavu Jihlava. Jedna zkumavka s 10 ml krve od
kazdého vzorku byla uréena pro potieby Jihoeské univerzity v Ceskych Budgjovicich, kde
byly vzorky skladovany v -20 °C.

Vsechny vzorky byly vysetfeny na ptitomnost specifickych protilatek proti SRLV,
které byly detekovany u 642 zvitat (ze 7 hospodafstvi), coz je 33 %. ZjiSténa sérologicka
prevalence MVV u ovci byla 19,9 % (556 z 2 801) a prevalence CAE u koz 14,1 % (86
Z 609). Provirova DNA byla pomoci PCR detekovana u 410 vzorkii z 631 séropozitivnich
zvitat (65 %). Vysledné rozdily mezi vysledky prikazu protilatek a provirové DNA jsou
v souladu s jinymi studiemi, které poukazuji na vyssi sensitivitu ELISA testu Vv porovnani
s PCR (Celer et al., 2000; de Andrés et al., 2005; Extramiana et al., 2002; Muz et al., 2013).
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| v ramci jednotlivych testovacich sad ELISA od riznych vyrobct se vyskytuje urcity rozptyl
sensitivity, ovlivnény predev§im antigenni heterogenitou a Urovni protilatkové odezvy
(Aalberts et al., 2021; Brinkhof & van Maanen, 2007). Napi. Michiels et al. (2018) srovnavali
sensitivitu né¢kolika ELISA testovacich sad (88 az 100 %) a nejlepsich vysledki dosahovali se
stejnymi testovacimi sadami, jako v nasi studii i metodice — Elitest MVV/CAEV (Hyphen
BioMed; Neuville-sur-Oise, Francie) 98 % alID screen® MVV/CAEV indirect (IDVet;
Grabels, Francie) 100 % (viz Mectodika odbéri a zpracovani vzorkl, sérologického
a molekularniho stanoveni ptivodce lentivirového onemocnéni ovci a koz). Fale$né pozitivni
vysledky pak mohou sérologické testy poskytovat v disledku zkiizené reaktivity protilatek
s jinymi viry ze stejnych celedi (Crespo et al., 2016; de Souza et al., 2015; Muz et al., 2013).
Vzhledem k nizké virové zatézi v postsérokonverzni fazi infekce jsou PCR testy obecné méné
citlivé nez techniky ELISA, ale vykazuji nepochybné vysokou specifitu a zda se, ze jsou
schopné detekovat infikovana zvifata jesté pied sérokonverzi (Alvarez et al., 2006; de Andrés
et al., 2005; Extramiana et al., 2002). Zajimavé informace pak lze najit ve studiich
zaméfenych na konfirmaci metod ELISA a PCR, kdy vSechny vzorky jsou analyzovany
pomoci obou metod a stupeni diagnostické shody obou metod muize byt velmi nizky (19 %)
(Alvarez et al., 2006). Nékdy dokonce ob& metody poskytnou zcela opacné vysledky, kdy
u sérologicky pozitivnich vzorkt nedojde k detekci provirové DNA, anaopak u vzorkl
s prokdzanou DNA proviru nedojde i pfi opakovaném vysetfeni k sérokonverzi (Alvarez et
al., 2006; Echeverria et al., 2020; Extramiana et al., 2002). Leginagoikoa et al. (2006)
zkoumali horizontalni pfenos MV u ovci vystavenych vysokému infekénimu tlaku a zaroven
miru shody ELISA a PCR ve stejném stadé. V priubéhu 3letého experimentu 109 (ze 191) ovci
nebylo nikdy ELISA nebo PCR pozitivnich, 78 bylo alesponn jednou ELISA a PCR
pozitivnich, 3 byly ELISA negativni a PCR pozitivni a 1 byla ELISA pozitivni a PCR
negativni. Procento shody kumulativnich vysledkti ELISA a PCR tedy bylo 98 % a celkovy
stupen shody k = 95,7 (£0,07), coz je povazovano za téméi dokonalé (Dohoo et al., 2009).
Procento a mira shody mezi ELISA a PCR se vsak liSily podle véku zvifat. Procentudlni
shoda byla po celou dobu> 88 % a mira shody (Cohenovo kappa) se s vékem zvySovala z k =
0,63 (podstatna) v roce od jednoho roku ke k = 0,94 (témét dokonald) u Ctytletych. V nasi
studii byly pomoci PCR vySetfeny pouze séropozitivni vzorky (631 z 642) a nelze tedy
objektivné porovnat sensitivitu a specifitu obou pouzitych metod.

S pokrokem technik molekularni biologie bylo vyvinuto mnozstvi PCR protokold,
jelikoz kvili nestabilit¢ genomu SRLV je obtizné pouzivat stejné primery v raznych

geografickych oblastech. Neékteré protokoly jsou =zalozeny na amplifikaci vysoce
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konzervovanych retrovirovych sekvenci LTR (Alvarez et al., 2006; Extramiana et al., 2002;
Leginagoikoa et al., 2006), zatimco jiné vyuzivaji k amplifikaci specifické geny SRLV, jako
jsou oblast pol, gag ¢i env (Echeverria et al., 2020; Grego et al., 2002; Leroux et al., 1997,
Michiels et al., 2018). V nasi studii byl pouzit protokol nested PCR s amplifikaci useku gag
ke konfirmaci vysledkd sérologie a K determinaci virovych genotypt (Bartak et al., 2018;
Grego et al., 2002).

Piedchozi studie vyuzila SnPCR protokolu k sekvena¢ni analyze konzervované oblasti
gag MVV s cilem ziskat piehled o fylogenetické distribuci MVV na tzemi Ceské republiky.
V souladu s pouzitymi metodikami byly vysledky sekvenaéni analyzy pfifazeny sekvencim
izolata K1514 (Braun et al., 1987), EV1 (Sargan et al., 1991) a SA-OMV (Querat et al., 1990)
bez ur€eni genotypt dle v soucasnosti pouzivaného klasifika¢niho systému (Celer et al.,
2000). V nasi studii bylo nahodné vybrano 77 vzorkid a u vSech byl identifikovan genotyp,
ztoho 60 genotypti A u ovci i koz a 17 genotypt B u ovci. Zatimco vSechny sekvence
genotypu B se jasné shlukovaly v podtypu B2, skupina izolatd genotypu A vykazovala vyssi
variabilitu a piibuznost se subtypy A2 a A3. Nicméné k presné identifikaci jednotlivych
subtypt by byla nezbytna podrobnéjsi sekvenaéni analyza s vyuzitim del$ich usek gag-pol,
env ¢i rev. Geograficka distribuce subtypu A2 je dolozena v Kanad¢ (Fras et al., 2013),
Finsku (Laamanen et al., 2007), Polsku (Olech & Kuzmak, 2021), Svycarsku (Schaer et al.,
2022), Turecku (Muz et al., 2013) a USA (Dickey et al., 2021), A3 ve Spanélsku (Ramirez et
al., 2013), Svycarsku (Cardinaux et al., 2013) a Turecku (Muz et al., 2013) a B2 ve Francii
(Rachid et al., 2013), Italii (Bazzucchi et al., 2021), Polsku (Olech et al., 2018), Slovinsku
(Kuhar et al., 2013), Svycarsku (Cardinaux et al., 2013) a Spanélsku (Glaria et al., 2009).
Subtypy A2, A3 i B2 byly prokéazany jak u ovci, tak u koz (Fras et al., 2013; Ramirez et al.,
2013), zatimco v nasi studii skupina izolati vykazujici ptibuznost se subtypem B2 pochazela
ze vzorki ovei. Otazkou zlstava, zda by vysledek byl stejny, pokud by byly osekvenovany
vSechny sérologicky pozitivni vzorky koz s prokédzanou provirovou DNA.

I pies rychly vyvoj diagnostickych metod a dostupnost vysoce spolehlivych
testovacich sad ELISA, ale i PCR testl, zlistava problematika piesné diagnostiky SRLV stale
nedofesena (Echeverria et al., 2020). Obecné doporuceni pouzit kombinaci minimalné dvou
metod rapidné zvySuje naklady eradikacnich programi, pficemz ani tak neni zaruc¢en 100%
vysledek. A naopak, snaha snizit naklady na diagnostiku pouzitim pouze jednoho
diagnostického testu (nejcastéji ELISA) vede K pretrvavani neodhalenych prenaSect
onemocnéni, a snizuje se tak u¢innost eradikacnich programt. Proto je vyvoj pfesné, financné

nenaro¢né diagnostické metody stale vysoce aktualni.
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Jednu z moznosti rychlé diagnostiky virovych onemocnéni nabizi i metoda LAMP.
Jednd se o snadnou, rychlou metodu nendro¢nou na provedeni, jejiz pouziti nevyzaduje
nakladné pfistrojové vybaveni, je mozné v tzv. polnich podminkach a s pouzitim ovéfené
metodiky poskytuje vyssi sensitivitu v porovnani s PCR. Pfistroj na tuto metodu je maly,
snadno pienosny a na rozdil od PCR termocykléri probihd reakce za izotermickych
podminek. Jednoduché ovladani nabizi napt. aplikace dostupnd pro smartphone, coz bylo
uspésné ovétreno v diagnostice SARS-CoV-2 u lidi (Heithoff et al., 2022). Ze séropozitivnich
vzorkl s prokdzanou provirovou DNA jsme ndhodné vybrali 40 vzorki (8 koz ze 2 stdd a 32
ovci z 8 stad) a 50 vzorki negativnich. Séronegativita byla jednozna¢né potvrzena metodou
LAMP u vsech vzorki. Z vybranych SRLV pozitivnich vzorka byla pozitivita pomoci LAMP
potvrzena u 31 ze 40 vzorkl, a to u ovci 1 koz. Dle dostupné literatury byla metoda LAMP
dosud pouzita pouze v ptipadé CAE (Enache et al., 2019). Piedpoklad vys$si rozpoznavaci
schopnosti oproti PCR nebyl naplnén, pro coz se nabizi n&kolik vysvétleni. Cast projektu,
zabyvajici se metodou LAMP, Ize povazovat za pilotni studii, byla tedy provedena v malém
mefitku za Gcelem ovéreni proveditelnosti. Nebyly navrzeny a ovéfeny jiné sady primerd,
nebyla provedena opakovana analyza s pouzitim nové izolované DNA s ovéfenou koncentraci
a Cistotou a nebyly vyuzity dal§i metody izolace DNA. A pravé kvalita a ptistupnost DNA je
v ptipadé LAMP kiizovym aspektem. Tato metoda je uspé$né vyuzivana v diagnostice
vyznamnych ndkaz hospodarskych zvifat. Je tieba dalSich vyzkuma a optimalizaci,
a predev§im pak zvySeni ,,pfistupnosti provirové DNA, aby LAMP byla vyuzitelna i pro
screening SRLV (Mansour et al., 2015).

Selekce na zéklad¢ genetické rezistence k onemocnéni byla GspéSné vyuzita nejen
v CR, ale i v mnoha zahraniénich eradikagnich programech. Typickym ptikladem tisp&§ného
ozdraveni chovl, zaloZzeném na genetické rezistenci K onemocnéni, jsou programy na
utlumeni scrapie ovci a koz. Napt. v Holandsku se vlivem zavedeni Slechtitelského programu
na utlumeni scrapie vyrazné sniZila prevalence onemocnéni, zvysil podil geneticky odolnych
jedinct, pfiCemz se podafilo prokdzat, ze Ucinek Slechtitelského programu na utlumeni
onemocnéni byl vyssi nez ucinek dalSich opatfeni, jako je utraceni postizenych chovi
(Hagenaars et al., 2010). Cilem nasi studie bylo zjistit distribuci genotypti TMEM154 v CR,
porovnat je se sérologickym statusem a vyvratit ¢i potvrdit pfipadnou zvySenou vnimavost ¢i
odolnost k infekci SRLV. Teplotni profil, sloZeni reakce a primery pro PCR byly navrzeny
a optimalizovany na naSem pracovisti. Z vybranych 605 vzorki ovci a 60 vzorkl koz doSlo
uvSech kuspésné amplifikaci PCR produktu o predpokladané délce. V miste

predpokladaného SNP G/A nebylo nalezeno misto restrikce pro zadnou dostupnou restrikéni
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endonukleazu a po zvazeni ptinost jinych metod (kompetitive allele specific PCR; KASP)
bylo pro kone¢nou analyzu zvoleno sekvenovani. Nase vysledky (tab. 4) potvrdily ptedpoklad
rizikové alely, kdy nejvice séropozitivnich zvifat bylo heterozygotnich EK (61 %)
a nejméné homozygotnich KK — rezistentni haplotyp 1. Podafilo se prokazat vyznamnou
zavislost mezi sérologickym statusem a genotypem. Dale bylo potvrzeno (tab. 5), Ze
sérologicky status se li§i dle typu alely (pfitomnost alely E zvySuje Sanci séropozitivoty
1,6krat oproti alele K). U ovci byly identifikovany vSechny tii genotypy, zatimco vSechny
kozy byly homozygotni s rizikovou alelou (genotyp EE).

Tab: 4: Kontingenéni tabulka: distribuce genotypi TMEM154 E35K ve vztahu

k sérologickému statusu

Genotyp

Situace KK EE EK Celkem
Sérologicky N 107 54 167 328
pozitivni % ze sloupcti 45 % 58 % 61 % 54%
Sérologicky N 129 39 109 277
negativni 9% ze sloupcii 55% 42 % 39 % 46 %
Celkem n 236 93 276 605

% ze sloupcti 100 % 100 % 100 % 100 %

Zdroj: vlastni zpracovani v programu Jamovi (Jamovi project; 2021)

Tab. 5: Vypocet poméru $anci a relativniho rizika séropozitivit alely E oproti alele K

95% Interval spolehlivosti

Hodnota Dolni hranice Horni hranice
Pomér Sanci (OR) 1,67 1,03 2,71
Relativni riziko (RR) 1,28 1,03 1,60

Zdroj: vlastni zpracovani v programu Jamovi (Jamovi project; 2021)

Ackoliv mozna rezistence/vnimavost v zavislosti na genotypu TMEM154 E35K u ovci
byla jednoznacné prokazana (tab. 5), rozdil nebyl tak vyrazny, jak prezentuje napt. Heaton et
al. (2013), kdy prokazali 2,8krat vyssi riziko SRLV pozitivity pti vyskytu aspon jedné alely E.
Pfi¢ina miize byt v neprokazané séropozitivité. Vzorky pouzité ve studii Heaton et al. (2013)
pochézely od ovci starSich 4 let a zaroven vystavenych vyznamné expozici infekénimu agens
vramci jednoho stdda. Lze tedy predpokladat, Ze pifipadnd vnimavost ¢i rezistence
k onemocnéni méla Vtéchto podminkach véEtsi Sanci se projevit nez v podminkach

extenzivnich chovil, kdy neodchazi k tak uzkému kontaktu mezi zvitaty. Sérologickd odezva
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byla jiz tedy na urovni dostatecné pro spolehlivou diagnostiku. Kritériem pro zvifata vybrana
pro nasi studii byla vékova kategorie minimalné¢ 4 mésice po odstavu, coz zahrnovalo
i jedince relativné mladé, u kterych, vzhledem ke kratké dobé infekce, nemuselo dojit
k pozadované sérologické odezvé. Sérologicky tak mohla byt tato zvifata povazovana za
negativni, ackoliv tomu tak ve skutecnosti nemuselo byt. Na zakladé naSich zjisténi lze

doporucit zafazeni polymorfismu TMEM154 do Slechtitelskych programt ovci.
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Abstract

The aim of this study was to determine the prevalence of small ruminant lentivirus (SRLV)
infections on sheep and goat farms which are exempt from state monitoring and carry molecular
characterisation of strains circulating amongst these farms without SRLV eradication. A total
number of 3,410 blood samples of sheep and goats from 21 herds were collected for the purpose
of the project. The detected serological prevalence of maedi visna in sheep was 19.9% (556/2801)
and the seroprevalence of caprine arthritis and encephalitis in goats was 14.1% (86/609). All
positive animals were tested by the nested polymerase chain reaction (nPCR) method for the
presence of provirus in the buffy-coats from EDTA-blood samples. Phylogenetic analysis of
93 SRLYV strains identified the genotype in 77 sequences, where 60 of them were genotype
A and 17 belonged to genotype B. Whereas all of the genotype B sequences were classified
in subtype B2, the genotype A group of isolates showed higher variability and were related
to subgenotypes A2 and A3. This study represents the first report of genetic characterisation
of SRLV strains circulating in the territory of the Czech Republic.

Maedi visna, caprine arthritis, nested PCR, ELISA

Small ruminant lentiviruses (SRLVs) are widespread in most regions of the world
and infections are associated with economic losses in small-ruminant production. The
members of this SRLV group in the Retroviridae family, maedi-visna virus (MVV) and
caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV), infect sheep and goats (L’Homme et al.
2011). Small ruminant lentiviruses cause persistent infections which can induce systemic
diseases affecting joints, mammary glands and respiratory and central nervous systems
after long incubation periods (Narayan et al. 1983). Lentiviruses have in common
their typical genomic organisation, the induction of slowly progressive diseases, a large
spectrum of targeted organs and symptoms, and the ability to persist within their hosts
despite a strong immunological response. Ingestion of infected colostrum and milk is the
major transmission mode of SRLV within flocks (Blacklaws et al. 2004) but, at least in
sheep, horizontal transmission may also play a prominent role (Narayan and Clements
1989). Common clinical signs caused by SRLV infections include neurological disorders,
dyspnoea, emaciation, mastitis, and arthritis (Alvarez et al. 2006).

The genomic organisation of SRLVs is typical of lentiviruses: the proviral genome
consists of two identical positive-sense single-stranded ribonucleic acid (RNA) subunits
(8.4-9.2 kb) (Gifford 2012). The SRLV genome contains the structural genes gag, pol
and env, in addition to the regulatory genes rev, vif, and fat. The gag and pol genes are
relatively well conserved among SRLVs, which makes them ideal targets for Polymerase
Chain Reaction (PCR) primer design (Pepin et al. 1998; Grego et al. 2007). The MVV
prototypical strains such as strain K1514, EV-1, and SA-OMVYV from sheep and the CAEV
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strain Cork-CAEYV isolated from goat (L’ Homme et al. 2011) were originally viewed as
distinct viral species restricted to respective host animal species. As more SRLV sequences
had become available for phylogenetic analyses, it became evident that SRLVs can cross
the species barrier and can be transmitted from sheep to goats under favourable conditions
(Shah et al. 2004b; Pisoni et al. 2005).

The classification of viral genotypes into groups and subtypes proposed in the last
decade by Shah et al. (2004a) involving two long segments of the SRLV genome (gag-pol
segment 1.8 kb; and pol segment 1.2 kb) is widely accepted at present. Accordingly, SRLV
are classified into five genotype groups (A—E) which can vary between 25% and 37% in
their nucleotide sequences. However, genotypes A, B and E may further be distributed
into different subtypes, varying between 15% and 27% of their sequence. Group A has so
far 15 recognised subtypes (A1-Al5); group B has three subtypes (B1-B3); and group
E has only two subtypes (E1 and E2). Genotype D has only been described in Swiss
and Spanish sheep, and only regarding pol sequences. Rather, phylogenetic analysis on
additional (gag) sequences of the same (group D) isolates, classify these sequences with
genotype A, suggesting that genotype D is in fact genotype A, exhibiting divergence in
the pol gene (Ramirez et al. 2013). The ocurrence of genotype E is described in local
goat populations in the northwestern region of Italy and the island of Sardinia (Grego
2007; Reina 2010). The high genetic variability amongst SRLV and the corresponding
phylogenetic relationships amongst sequences has been described in numerous studies in
different countries (Ramirez et al. 2013). Although SRLV infection in small ruminants
is widespread on all continents, little information is available on the genetic variants
circulating in different geographic regions. Besides SRLV complete genomes available in
the GenBank, partial sequences have been published in Brazil, Canada, Finland, France,
Greece, Ireland, Japan, Netherlands, Poland, Russia, Slovenia, South Korea, Turkey
(reviewed by Ramirez et al. 2013), Switzerland (Shah et al. 2004a), Italy (Grego et al.
2002), and Norway (Gjerset et al. 2007).

In the Czech Republic MVV/CAEV was firstly described in the early 1990s based on
the serological diagnosis by detection of specific antibodies using commercial agar gel
immunodiffusion test (AGID). First virus isolation and partial genome characterisation of
the Czech ovine lentivirus isolate OPM was published by Celer et al. in 1997. Further six
Czech ovine lentivirus isolates were characterised from snPCR products of amplification
of partial gag gene sequences (Celer et al. 2000), which confirmed the ovine lentivirus
genotype in the Czech Republic is closely related to the prototype Maedi-Visna strains
K1514 (Iceland), EV1 (Scotland) and SA-OMVYV (South Africa), recently grouped to the
Al subgroup. Nevertheless, clear phylogenetic differences can be found between the six
viruses analysed and the first OPM isolate.

We tested a large number of sheep and goats throughout the Czech Republic within
the framework of our research project aimed to control the lentiviral infections in small
ruminants with the use of early detection methods of SRLVs. All samples were tested
for the presence of SRLV serum antibodies using different ELISA tests (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Selected samples from SRLV positive farms were further tested
by PCR to amplify proviral sequences of sufficient length suitable for the genetic typing of
SRLVs circulating in the country. The final goal of the project is also the genetic selection
on the basis of markers of genetic resistance to infection (TMEM154 gene).

Materials and Methods
Animals and blood sampling

Animals at least 4 months after weaning, originating from 21 farms from 7 different regions of the Czech
Republic (Karlovy Vary, Liberec, Olomouc, Pardubice, Pilsen, South Bohemian and South Moravian Region) were
used for the study. A total of 3,410 blood samp les of sheep and goats were collected for the purpose of the project,
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of which 2,801 were ovine samp les from 16 herds and 609 caprine samp les from 7 herds. Two farms were mixed
flock with sheep and goats. Whole blood from sheep and goats at a volume of 5 ml was drawn by venipuncture
and collected into tubes with ethylenediaminetetraacetic acid (K,EDTA).

ELISA tests

All samples were tested for SRLV antibodies by commercially available ELISA test (IDEXX MVV/CAEV
p28 Ab Screening Test) and the findings were confirmed by additional ELISA assays IDEXX MVV/CAEV p28
Ab Verification Test IDEXX, USA), IDEXX CAEV/MVYV Total Ab Test {DEXX, USA), Elitest MVV/CAEV
(HYPHEN BioMed, France), ID Screen® MVV/CAEV Indirect (IDvet, France) and one agar gel immunodiffusion
test AGID MAEDITEC (APHA Scientific, UK). Eradikit SRLV ELISA test (IN3 Diagnostics, Italy) based on
a mix of gag and env peptides belonging to the genotypes A and B was used for serological genotyping.

Buffy-coat preparation and white blood cell isolation

White blood cells (WBC) were isolated from K3EDTA whole blood by centrifugation at 400 < g for 20 min at
room temperature (RT). After careful removal of plasma for serological testing, bufty coat layer was transferred
by pipetting to clean 1.5 ml tubes. Second centrifugation at 400 » g for 20 min was used for the residual plasma
removal. Final cleaning of bufty coat was performed using the lysis solution (NH,Cl, NaHCO,, EDTA, final pH
7.3). Samples were centrifuged at 1,000 » g for S min at RT and the supematant was discarded. The obtained pelet
was stored at -80 °C.

Deoxyribonucleic acid extraction

Deoxyribonucleic acid (DNA) from WBC was extracted using a MagNA Pure LC Total NA Isolation kit
on MagNA Pure robotic system (Roche). Prelysis step was performed using lysis solution (GuSCN, Tris-HCI
(pH 6.4), EDTA (pH 8.0), Triton X-100) in the volume of 300 pl and (50 mg/ul) in the volume of 3 pl in
a thermomixer (56 °C for 90 min). The Proteinase K enzyme was subsequently deactivated at 96 °C for 20 min.

Polymerase chain reaction

Two-pair primers (Table 1) corresponding to the most highly conserved sequences in the gag gene from the
targeted SRLV genomes were used for nested PCR (Grego et al. 2007). The primers GAG F1 and POL R1 were
used for the first PCR step, where the consequent length of the amplification product was 0.8 kb. The second
set of primers GAG F2 and POL R2 was used for nested PCR step carried out in a 25 ul reaction volume. The
extracted DNA was amplified in a reaction mixture of the total volume of 25 pl with the following composition:
primers (0.3 pM for each), Deoxynucleotide (ANTPs) Solution Mix (0.12 mM), 1 x PCR buffer complete with
MgCl, (0.12 mM), Fast Start Taq Polymerase (1 Unit). The temperature profile started with an initial denaturation
step (95 °C for 10 min), followed by 35 cycles with denaturing (95 °C for 1 min), annealing (55 °C for 30 s) and
elongation (72 °C for 1 min). Nested PCR was carried out under similar conditions as the first PCR, where 2 ul
of the first PCR product were transferred into the reaction mix. The temperature profile was the same as in the first
PCR, except for the annealing step (60 °C for 30 s).

Table 1. Specific primers for the gag gene region designed according to Grego et al. (2007).

Primer Sequence 5'- 3 Length of PCR product Lengliob PR
product

GAGF1 TGGTGARKCTAGMTAGAGACATGG 1.3kb

POLR1 CATAGGRGGHGCGGACGGCASCA

GAGF2 CAAACWGTRGCAATGCAGCATGG 0.8kb

POL R2 GCGGACGGCASCACACG

PCR: polymerase chain reaction; nPCR: nested polymerase chain reaction; kb: kilobyte

Sequencing

The specificity of the resulting PCR products can be verified using the sequence analysis and by comparing the
obtained sequences with referential sequences available in the GenBank at the National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Polymerase chain reaction products with specific length were cut out from agarose gel
and purified on columns (High Pure PCR Product Purification Kit [Roche, Germany] and Expin combo GP
[GeneAll Biotechnology, Korea)). Purified DNA was sequenced by Sanger method with reamplification primers
using dye terminator chemistry. The output sequence data were processed in the BioEdit software (Tom Hall,
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Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA) and modified sequences were compared with sequences in the NCBI
database via the BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) algorithm. Based on this comparison, supposed
incorporation was estimated of detected proviral sequences to the SRLV genotype groups and their subtypes.

Phylogenetic analysis

Obtained nucleotide sequences were analyzed, adjusted and preliminarily compared by Bio Edit software (Hall
1999). Multiple alignment of analysed sequences together with reference SRLV sequences was accomplished with
Clustal Win MEGA 7 (Kumar et al. 2016). Phylogenetic and molecular evolutionary analyses were performed using
the Neighbour Joining method and the Tamura-Nei model with gamma substitution in MEGA 7 (Nei and Kumar
2000) and all gaps and missing data were ignored. The statistical confidence of the topologies was assessed using 1000
bootstrap replicates.

Table 2. Results of serological testing, PCR and genetic typing on Czech farms.

Farm Sample code Species  Nr. of animals Hia PCR positive Geantype

Ab+ Ab- gag gene  genotype ELISA
A Po sheep 243 211 32 29 A2/A3 NDet
A Pk goat 431 389 42 18 A2/A3 A
B Br sheep 150 126 24 11 A2/A3 A
(& Sch sheep 230 210 20 14 A2/A3 AB
D M sheep 200 103 97 70 A2/A3 A
E Ab sheep 300 91 209 139 B2,A2/A3 B
F Sl sheep 113 74 39 23 A2/A3 NDet
G Zo sheep 59 45 14 14 A2/A3 A
G Zk goat 274 120 154 92 A2/A3 A
total 2000 1369 631 410

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; PCR: polymerase chain reaction

Results

A total number of 3,410 blood samples of sheep and goats from 21 herds were tested for
presence of specific antibodies against MVV/CAE. Specific SRLV antibodies were detected
in 642 animals on 7 farms out of 21 (33%). The detected serological prevalence of MVV
in sheep was 19.9% (556/2801) and the prevalence of CAE in goats was 14.1% (86/609).
The proviral DNA was detected by PCR in 410 samples (65%) out of 631 seropositive
animals. A total of 287 suitable reamplification products were sequenced amongst the 410
PCR positive animals from 7 farms (Table 2). The length of the analysed sequences for the
phylogenetic tree was adjusted to about 750 bp (1002—1752 according to the location of
the complete genome sequence of the reference strain M60609.1-Icelandic strain K1514).

Small ruminant lentivirus sequences were compared to reference strains from genotype
groups A, B, C and E. Due to the high number of positive samples within infected farms,
a total of 77 samples representative of each flock were randomly selected for further
phylogenetic analysis. Amongst the 77 gag gene sequences, genotype A was identified
in 60 of them, and 17 belonged to genotype B. A total of 40 representative sequences
(5-8for each farm) are presented in the phylogenetic tree (35 of them belonging to genotype
A and 5 of them to genotype B) (Fig. 1). Whereas all the genotype B sequences clustered
clearly in subtype B2, the genotype A group of isolates showed higher variability and were
related to subgenotypes A2 and A3. Detailed comparison of partial nucleotide sequences
from Farm E with reference strains A1, A2, and A3 (Fig. 2) revealed circulation of more
than one subtype (A2/A3 and B2) in this flock.

Nucleotide diversity within each group was compared in group A (mean nucleotide
diversity, 15.3 %; range, 0.1-22.5%) and group B (mean, 2.4%; range, 0.2-9.0%). Intra-
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Fig. 1. Phylogenetic relationship of goat and sheep
lentivirus nucleotide sequences of isolates from Czech
flocks by the Neighbour joining method.

56

23

farm heterogenity in group A: farm A
(mean, 6.0%; range, 1.0-18.4 %), farm B
(mean, 11.4%; range, 3.4-15.5%), farm
C (mean, 14.7%; range, 2.4-21.0%),
farm D (mean, 4.3%; range, 0.1-10.7%),
farm E (mean, 5.6%; range,0.4—8.4%),
faam F  (mean, 2.4%; range,
0.1-3.8%), farm G (mean, 9.4%; range,
0.3-15.2%) and group B: farm E
(mean, 2.4%; range, 0.2-9.0%).

Results of serological examination of
90 serum samples by subunit ELISA on
genotype A and B derived matrix protein
(Eradikit SRLV ELISA test) confirmed
the presence of genotypes detected
by molecular genotyping on 6 out of
7 farms, while on one of them
(farm C) a suspected additional presence
of genotype B besides genotype
A was revealed by sequence analysis.
Otherwise, on farmE showing circulation
of genotypes A and B, solely genotype
B was presented in all significant results
(33/55). Even particular samples tested
positive for genotype A by PCR reacted
in this ELISA obviously with a B subunit
antigen.

Discussion

A ‘gold standard’ for the detection
of SRLV infection has not existed up
until now. Tools recommended for early
detection consist of laboratory methods
for detection of the humoral immune
response (serology) and methods
detecting the (pro-)viral nucleid acid.
The proviral DNA was detected by
PCR in 410 samples (65%) out of
631 seropositive animals. This result
corresponds to past studies (Celer et al.
1997; Shah et al. 2004a; De Andrés
et al. 2005) where the sensitivity of
various PCR approaches related to
different ELISA tests vary from 60 to
95%. Polymerase chamn reaction tests
tend to be less sensitive than many
ELISA tests regarding the identification
of infected individuals by laboratory
testing (De Andrés et al. 2005).
Polymerase chain reaction appears to
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EU010123-A1 TCCGGGACA- ----- GAATG TCCTAACGGT GGATCAAATT ATGGGAGTAG GACAAACAAA TCAGCAGGCA GCCCAGGCTA ATATGGATCA AGCAAGGCAG
KY358787-A2 GCCCGGGCC- -----AGGTG TCCTTACAGT GGATCAAATC ATGGGAGTAG GACAAACAAA TCATCAGGCA TCACAAGCTA ATATGGATCA AGCAAGGCAA
2512 Abn-A  GCCAGGGCC- -~~~ AAATG TCCTTACAGT GGATCAAATT ATGGGAGTAG GACAAACAAA TCAGCAGGCA TCACAAGCCA ATATGGATCA GGCAAGGCAG
AY454176-A3 GCCAGGGCC- «---- AAATG TCCTTACAGT GGATCAAATC ATGGGAGTAG GACAAACAAA TCAGCAAGCG GCGCAAGCCA ATATGGATCA AGCAAGACAA

EUR10120-8B1 ACCACCTCCA GLCAGGAGGAG CACTAACAGT GGATCAAATT ATGGGGGTAG GACAAACGAA TCAAGCAGCA GCACAAGCTA ACATGGATCA GGCAAGACAA
2424 Abn-B2 ACCACCTCCG GCAGGAGGAG GACTAACCGT GGATCAMATT ATGGGAGTAG GACAMCAAA TCAAGCAGCT GCTCAAGCTA ACATGGATCA AGCAAGACAA
AYA454218-B2 ACCACCTCCG GCAGGAGGAG GATTAACAGT GGATCAAATT ATGGGAGTAG GACAAACAAA TCAGGCAGCT GCACAAGCTA ACATGGATCA AGCAAGGCAA

EUR10123-A1 ATATGTTTGC AATGGGTAAT AACAGCATTA AGATCAGTAA GGCATATGTC GCATAGACCA GGAAACCCTA TGCTAGTCAA GCAGAAGAAT AATGAGAGCT
KY358787-A2 GTATGCTTGC AATGGGTAAT ATCAGCATTA AGATCAGTAA GACATATGTC ACATAGACCA GGAAACCCTA TGCTAGTAAA GCAGAAAAAT AGTGAAAGTT
2512 Abn-A  TTATGCTTGC AATGGGTAAT AACAGCATTA AGATCAGTAA GGCATATGTC ACATAGACCA GGGAATCCTA TGCTGGTAAA GCAAAAGAAT AGTGAAAGCT
AYA54176-A3 ATATGCTTGC AATGGGTAAT AAACGCATTA AGATCAGTGC GGCATATGTC ACACAGACCA GGGAATCCTA TGTTAGTGAA GCAAAAAAAT AGTGAAAGTT
EU®10120-B1 ATATGCCTCC AATGGGTAAT ATCAGCATTA AGGGCCGTAA GATATATGGC CCATAAGCCA GGGAATCCAA TGCTAGTAAA ACAAMAAACA AATGAGCCAT
2424 Abn-B2 ACCTGCTTGC AATGGGTAAT ATCAGCATTA AGAGCTGTAA GGCATATGGC TCATAGACCA GGGAATCCAA TGCTAGTAAA ACAAAAAAGT AATGAGCCAT
AY454218-B2 ATCTGCTTGC AATGGGTAAT ATCAGCATTA AGAGCTGTAA GGCATATGGC TCATAGACCA GGAAATCCAA TGTTAGTAAA GCAAAAAAGC AATGAGGCAT

EUB10123-A1 ATGAAGATTT CATAGCTAGA CTATTAGAAG CAATTGATGC AGAACCTGTT ACTGAGCCTA TAAAAACATA TCTAAAGGTG ACTCTGTCGT ACACAAATGC
KY358787-A2 ATGAAGATTT CATCGCAAGA CTACTAGAGG CCATAGATGC TGAGCCGGTA ACAGACCCTA TAAAAACATA CTTGAAAGTG ACTCTGTCAT ATACAAATGC
2512 Abn-A ATGAAGACTT CATAGCAAGA CTGTTAGAAG CCATAGATGC TGAACCAGTT ACAGATCCAA TAAAAACATA TTTGAAAGTA ACTCTGTCCT ACACAAATGC
AYA54176-A3 ATGAAGATTT TATAGCCAGG TTATTAGAAG CTATAGATGC CGAGCCAGTT ACAGACCCTA TAAAAACATA TTTGAAAGTA ACTCTGTCAT ATACAAATGC
EUO10120-B1 ATGAGGAATT TGCAGCAAGA TTGCTAGAAG CAATAGATGC AGAGCCAGTT ACCCAGCCCA TAAAAGAATA TCTAAAGGTA ACATTATCTT ATACAAATGC
2424 Abn-B2 ATGAAGACTT TGCAGCAAGA CTGCTAGAAG CAATAGATGC AGAACCAGTT ACACAACCTA TAAAGGAATA TTTAAAATTA ACTCTGTCAT ATACAAATGC
AYA454218-B2 ATGAGGATTT TGCAGCAAGG CTGCTAGAAG CAATAGATGC AGAACCAGTC ACGCAGCCTA TAAAAGAATA TCTAAAACTA ACATTATCTT ATACAAATGC

Fig. 2. Comparison of two field strains from farm E with the reference strain (subtype A1, A2, A3, Bl, B2).

be able to detect an infected animal prior to seroconversion, but due to low viral load
in the post seroconversion phase of infection, PCR tests are generally less sensitive than
ELISA techniques. It is suggested that the combination of serology and PCR together
with relatively short sampling intervals is optimal for detecting SRLV infected animals
especially in eradication programmes where the early detection of infection is needed
(De Andrés et al. 2005).

In the Czech Republic, an eradication program has never been officially established but
breeding flocks under official control of production efficiency were systematically tested
for presence of MVV/CAEV antibodies since late 1990s. This attempt has reduced the
prevalence of SRLVSs in these flocks under 1%. However, there is no exact defined number
of other flocks out of this program, where the detected serological prevalence of MVV
in sheep was 19.9% (556/2801), and of CAE in goats 14.1% (86/609). Eventually, on
7 farms out of 21 (33%) the SRLV infection was detected. Prevalence within individual
herds ranged between 4.5 and 56.2% (Bartak et al. 2017).

This study represents the first report of genetic characterisation of SRLV strains circulating
within the territory of the Czech Republic. Previous study reporting about the phylogenetic
analysis of the MVV strains in the Czech Republic (Celer et al. 2000) comparing partial
gag gene sequences considered the relevance to prototype MVV isolates K1514, EV1
and SA-OMVYV without further recently used identification of the genotype. Our results
identified the genotypes in 77 sequences, of which 60 were genotype A present in both
animal species, and 17 belonged to genotype B occurring in one sheep flock. Ovine and
goat sequences, which belong to genotype A could not be assigned to existing subtypes,
however, they were found to be related to subtype A2 or A3. Further analyses have to be
performed on larger segments of gag-pol and env or rev gene to classify the relevance to
existing subtypes. The length of gag gene part analysed in our study was defined by the
size of the reamplification product for the reason of the detection of sensitivity. Published
data on the distribution of SRLV genotypes and subtypes in goats and sheep from different
counfries (Ramirez et al. 2012) state the presence of subtype A2 in Canada, Finland,
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Turkey, and USA, meanwhile subtype A3 was-declared in Spain, Switzerland, and Turkey.
In contrast, the genotype B strains limited only to one flock were clearly identified as
subtype B2 occurring in France, Italy, Poland, Spain and Switzerland.

Maedi-visna virus prototypes originally isolated from sheep are now referred to as group
A, further divided into several subtypes isolated from sheep, goats or both species (Shah et
al. 2004a,b). Caprine arthritis-encephalitis virus prototypes originally isolated from goats
are referred to as group B, divided into subtypes as well isolated from both species (Pisoni
et al. 2005; Shah et al. 2004a). It is clearly confirmed by numerous other studies from
several countries that CAEV and VMYV often cross the species barrier infecting the new
host, persisting in it and spreading across the new host population (Valas et al. 1996;
Leroux et al. 1997; Germain et al. 2006). Our study revealed the parallel occurrence of
genotype A in a mixed flock on farm A and “CAEV-like” genotype B in sheep on farm E.
Thus, even if some genotypes might have been originally assigned to a single host species,
the host species spectrum may be wider in nature.

Small ruminant lentivirus displays a high genetic and antigenic heterogeneity and
includes diverse genotypes and subgenotypes that display great genetic variability. The
molecular epidemiology of SRLV is constantly changing due to animal movements,
cross-species transmission and due to their rapid evolutionary rate. Mutations are very
frequent in lentiviruses and also the recombination can occur between different SRLVs,
creating new variants. Heterogeneous SRLV genotypes may affect the diagnostic sensitivity
and specificity. The development of assays tailored by region might help resolve the
problem of high mutation rates of SRLV. Sequencing of lentivirus isolates from the area
of interest is a prerequisite for this approach. The phylogenetic analysis and nucleotide
diversity comparison proved the variability of analysed viral strain across different Czech
flocks, except for farm C which had sequences clustered together with two other farms
(Farm A and D). On farm E, where mixed infection genotypes A and B were detected in
sheep, there is the possibility of introduction of some of them by the purchase of animals
from another country.

Comparing the serological and molecular approaches to determining the SRLV genotypes
in positive flocks, the results of ELISA designated for that purpose (Eradikit SRLV ELISA
test) coincided in the majority of the tested samples with the molecular characterisation of
genotypes. There were some exceptions in several individual samples where the genotype
was not correlated in both methods, which can be attributed to lower ELISA specificity. If
ELISA is used on the flock level rather than the individual level, it could be a suitable tool
to differentiate genotypes A and B in case the sequencing analysis is not available in the
laboratory.

This study describes an epidemiological situation of SRLV in the Czech Republic. It
declares the presence of two SRLV genotypes A and B within the territory of the country
and the distribution of different subtypes in sheep and goats. The data reported i this study
suggest that Czech SRLV strains are more divergent within the A genotype and further
characterization of the A2/A3 strains should be performed to classify them precisely or to
confirm a new subtype.
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SOUHRN

TonkaT., CurnV, Soch M., Vej¢ik A., Vernerova K., Farkova B., Stoidl P, Bartak P, Simek B., Vaclavek P,
Plodkova H. Srovnani incidence lentivirovych infekci u ovci a koz s rozdilnym genotypem genu
transmembranového proteinu TMEM154. Veterinaistvi 2019;69(5):377-380.

Plvodci lentivirovych infekci malych prezvykavch (SRLV), kterymi jsou virus Maedi-Visna (MVV) u ovci
a virus artritidy a encefalitidy koz (CAEV), jsou roziitené po celém svété veetné Ceské republiky.
Vnimavost k infekci je ovlivnéna genetickou kombinaci vice gen, z nichz jednim je gen kédujici trans-
membranovy protein 154 (TMEM154). Genotyp dany kombinaci alel spojeny s polymorfismem na
pozici 35 tohoto genu vyznamné koreluje s citlivosti k infekci SRLV. Selekce odolnéjsich jedinc na
zakladé genotypizace muze byt jednim z nastroju kontrolnich programt pro eliminaci SRLV v infikova-
nych chovech a pro plosnou prevenci.

SUMMARY

TonkaT., CurnV., Soch M., Vej¢ik A., Vernerova K., Farkova B., Stoidl P, Bartak P, Simek B., Vaclavek P,
Plodkova H. Comparison of the incidence of lentivirus infections in sheep and goats with diffe-
rent genotypes of gene of transmembrane protein TMEM154. Veterinaistvi 2019;69(5):377-380.
The agents of lentivirus infections of small ruminants (SRLV), which are Maedi-Visna virus (MVV) in
sheep and caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV) in goats are distributed worldwide, including the
Czech Repubilic. Susceptibility to infection is influenced by the genetic combination of multiple genes,
one of which is the gene encoding transmembrane protein 154 (TMEM154). The genotype given by the
combination of alleles associated with polymorphism at position 35 of this gene has a significant cor-
relation with the sensitivity to infection with SRLV. Selection of resistant individuals based on genotyp-
ing can be one of the tools for control programs to eliminate SRLV in infected farms and for broad
prevention.

Uvod ce podle piislusného genotypu transmembrano-
vého proteinu (TMEM154). K tomu je nutné znat
nejenom variabilitu virovych ptivodcti onemocné-
ni, ale také genotypové rozlozeni rezistentnich
nebo vnimavych jedinchG v populaci hostitelskych

zvirat?

Onemocnéni, znama jako maedi-visna u ovci
(Maedi-visna virus, MVV) a virova artritida a ence-
falitida koz (Caprine Arthritis-Encephalitis virus;
CAEV), patfi do skupiny RNA virG z celedi

Retroviridae, rodu Lentivirus a jsou souhrnné ozna-
¢ované jako lentivirové infekce malych prezvykav-
cl (SRLV). V soucasné dobé je onemocnéni MVV
roziifené po celém svété véetné Ceské republiky.’?

Kontrolni programy lentivirovych infekci ovci
a koz jsou zpravidla zalozeny na sérologickém
screeningu stad s naslednym vyfazovanim séro-
pozitivnich zvifat a navazujicim plosném monito-
ringu. Tento systém byl v minulych letech rozsifen
o moznost selekce na zékladé genetické rezisten-
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V predchozim ¢lanku byly prezentovany vysled-
ky sérologickeé identifikace infikovanych zvirat jako
prvniho stupné programu eradikace? a moznosti
vyuziti metod molekularni biologie pro véasnou
detekci provirové DNA, vcéetné vyuziti metody
LAMP:# Na tyto postupy navazuji metody genotypi-
zace zvirat, urceni haplotypu genu TMEMI154
a identifikace marker(i genetické rezistence jako
druhy stupen v systému prevence a profylaxe len-
tivirovych infekci malych prezvykavcu.
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Geneticka rezistence k retrovirové infekci byla popsa-
na u ¢lovéka® a u ovci.®” Jako klicovy kandidatni gen pro
testovani odolnosti vadi infekci SRLV u ovci a koz byl
popsan gen TMEM154 koédujici polypeptid o velikosti
191 aminokyselin. Molekularni analyza zaloZzena na sek-
venovani genu TMEM154 a identifikace konkrétniho
genotypu je zaloZzena na polymorfismu na 35 pozici
tohoto genu (obr. 1). U homozygotniho genotypu E35 je
na této pozici baze guanin, ktery kéduje aminokyselinu
glutamin (E). U homozygotniho genotypu K35 baze ade-
nin na této pozici odpovida aminokyseliné lyzin (K).
Heterozygotni genotyp E35K ma na pozici 35 adenin/
/guanin a asociovanou aminokyselinu lyzin/glutamin.

Za vice vnimava k infekci SRLV jsou povazovana zvifata
homozygotniho genotypu E35 a heterozygotniho geno-
typu E35K s glutaminem na pozici 35, zatimco genotyp
K35 je charakterizovan jako signifikantné méné vnimavy
az rezistentni.>®

Genetickd analyza genu TMEM154 na zakladé sekve-
nac¢ni analyzy amplifikovaného produktu a identifikace
konkrétniho genotypu umoznuje vybér jedincl s geno-
typem s vyssi odolnosti vici onemocnéni nastavenim
marker pro asistovanou selekci. Tento postup se jiz
pouziva u ovci.*” U koz neni tato problematika blize pro-
badana, nicméné sekvenacni podobnost analyzovanych
gent umoznuje detekci polymorfismu u genu TMEM154
iu koz
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Obr. 1 - Alignement sekvenci amplikonu - genotyp E35
s nukleotidem G (guanin), genotyp K35 s nukleotidem A (adenin)
a genotyp E35K s nukleotidem R (adenin/quanin)

Material a metodika

Vzorky krve

Vzorky krve v jednotlivych stadech byly odebrany
podle metodiky SVU Jihlava.® Identifikace genotypt byla
provedena pouze ve stadech, kde byla identifikovana
sérologicky a virologicky pozitivni i negativni zvitata.
Testovany byly vzorky od sérologicky pozitivnich a nega-
tivnich zvitat z pfislusného stada vybranych podle hod-
not zjisténych v ELISA testu. Chovy bez sérologicky
pozitivnich jedinc nebyly do analyzy zahrnuty.

Izolace DNA

DNA byla izolovdana z krve testovanych zvirat.
Odebrana krev byla po prevozu do laboratofe zamraze-
na pii =20 °C do doby pouziti. Pfed vlastni izolaci DNA
bylo pridéno k 50 pl archivované krve 500 ul TE pufru
(10 MM Tris, 1 mM EDTA, pH = 8,0). Po 5 min centrifugaci
pfi 14000 rpm byl pelet z krevnich bunék resuspendo-
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van v 500 ul TE pufru. Pro dikladné procisténi ziskaného
peletu byl predchozi krok 3x opakovan.

K takto ptipravenému vzorku bylo napipetovano
100 pl 5% Chelexu 100 (Bio-Rad, w/v) a 1 wul
Proteinazy K (20 mg/ml). Po kratkém promichani se vzo-
rek inkuboval pfi 56 °C 45 minut. Po opétovném promi-
chani a centrifugaci se vzorek inkuboval pfi 98 °C po
dobu 10 minut. Takto pfipravené vzorky byly skladovany
pti —20 °C pred dalsim pouzitim.

PCR reakce

PCR reakce probihala v cilovém objemu 25 pl. Reakéni
smeés obsahovala 12,5 pl PPP MasterMix Combi (Top-
Bio), 9,5 i sterilni destilované H,O, 1 pl kazdého z pri-
meru (5 pmol/pl) a 1 pl templatové DNA. Pro identifikaci
mutace vgenu TMEM154 byly pouzity primery TMEM154F
(5,- TTTGCTGAAGTGCCTCTGAA - 3') a primer TMEM154R
(5 - GGCTGAAGGCATTTTCTGTT - 3°) Primery byly navr-
zeny ze sekvence genu transmembranového proteinu
TMEM154 ovce domaci (HM355886 GenBank, db_xre-
f="InterpidBio: 5259707746), pfimo na oblast s vyskytem
polymorfismu E35K pomoci programu Primer3'°. Po
2 minutach Gvodni denaturace pfii 94 °C nasledovalo
30 cykla denaturace 30 s pii 94 °C, annealingu 30 s pfi
58,5 °C a 50 s elongace pfi 72 °C. Zavérecna elongace
trvala 7 minut pfi 72 °C. Produkty byly vizualizovany na
1,5 % agarézovém gelu pomoci ethidium bromidu.

Sekvenacni analyza

PCR produkt byl pifed sekvenacni reakci precistén
pomoci komeréniho kitu ExoSap-IT (USB Corp.). K 5 ul
PCR produktu byly ptidany 2 pl ExoSapu a takto pfipra-
vena smés se inkubovala 15 minut pfi 37 °C. Nasledné
byla provedena inaktivace pfti 80 °C po dobu 15 min.
Takto pripraveny vzorek byl sekvenovan v externi labora-
tofi (SEQme s.r. 0., CR) na kapilarnim analyzatoru Applied
BioSystems 3500.

Statistické vyhodnoceni

Ziskana data o genotypech jednotlivych vzorka byla
zpracovana asocia¢ni analyzou. Vysledky ve formé kon-
tingencnich tabulek byly testovany Pearsonovym x?
testem.

Vysledky

Pro ucely genotypizace byl vybran soubor sérologicky
negativnich i pozitivnich zvifat z chov( s vyskytem SRLV.
Celkem bylo analyzovano 605 ovci a 60 koz ze sedmi
chovt ovci a dvou chovl koz s prevalenci séropozitiv-
nich 8,7-56,2 % u ovci a 13,2 a 30,6 % u koz?. U viech
analyzovanych vzorkd byl uspésné amplifikovan pro-
dukt o ocekavané délce 865 bp (obr. 2). PCR produkt byl
sekvenovan u vsech analyzovanych vzorkl. Ziskané
amplifikované produkty se u jednotlivych genotypt
nelidi svoji délkou, pro identifikaci genotypu bylo nutné
ziskané amplikony sekvenovat. V analyzovanych vzor-
cich ovci byly identifikovany viechny tfi genotypy K35,
E35 a E35K v rizném procentudlnim zastoupeni (tab. 1).
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V pripadé vysetieni koz byl u vsech analyzovanych vzor-
ka identifikovan pouze genotyp E35.

V chovech ovci se zastoupeni genotypu E35 pohybo-
valo v rozmezi od 1,92 (chov ¢. 8) do 55,00 % (chov ¢. 9)
u séropozitivnich zvitat. U séronegativnich zvifat se
tento genotyp vyskytoval od 5,00 % (chov ¢. 2) do
32,56 % (chov . 9). V jednom pfipadé (chov ¢. 1) nebyl
tento genotyp u negativnich zvitat zastoupen vibec.
Ovce s heterozygotnim genotypem E35K byly zastoupe-
ny u séropozitivnich zvifat v rozmezi od 31,58 % (chov
¢ 18) do 73,91 % (chov &. 1). U negativnich vzorku se
pohyboval vyskyt tohoto genotypu od 20,83 (chov ¢.1)
do 51,85 % (chov ¢&. 8).

Zastoupeni homozygotniho genotypu K35, kdy na 35.
pozici genu TMEM154 baze adenin kéduje aminokyseli-
nu lyzin a tento genotyp se vyznacuje vy3si mirou odol-
nosti, u séropozitivnich vzorku kolisalo od 12,82 % (chov
¢. 19) do 48,08 % v chovu ¢ 8.V chovu ¢ 9 nebyl
homozygotni genotyp K35 zastoupen. U séronegativ-
nich kolisalo procento vyskytu tohoto genotypu od
16,28 % (chov ¢. 9) do 79,17 % (chov ¢. 1).

V celkovém zhodnoceni vyskytu jednotlivych genoty-
pu (tab. 2) se z celkového poctu 328 ovci s pozitivhim
vysledkem ELISA testu vyskytoval genotyp K35 u 107
vysetienych zvifat (32,6 %), genotyp E35 u 54 zvifat
(16,5 %) a heterozygotni genotyp E35K u 167 séropozi-
tivnich testovanych ovci (50,9 %). U 277 séronegativnich
ovci se genotyp K35 vyskytoval u 129 vzorka (46,6 %),
genotyp E35 u 39 vzorka (14,1 %) a heterozygoti byli
identifikovani u 109 zvitat (39,3 %). Statisticky vyznamné
rozdily jsou u séropozitivnich ovci v pfipadé genotypu
K35 (x? = 3,42) a u séronegativnich vzork( u genotypu
E35K (x> = 2,4) (tab. 3.).

V testovanych chovech koz byl u 46 séropozitivhich
vzorkl sekvenacni analyzou identifikovan genotyp E35
(76 %), stejné jako u 14 séronegativnich vzorkl (24 %)
(tab. 1.)

Hospodaiska zvirata

35. pozicigenu TMEM154.%7 Zjisténé vysledky ve vysetio-
vanych chovech potvrzuji, ze rozdily ve vnimavosti
k infekci MVV nebo CAEV v zavislosti na polymorfismu
genu TMEM154 maji opodstatnéni. Infikovana zvifata se
sice vyskytovala u viech definovanych genotyp, aviak
s vyjimkou jednoho konkrétniho chovu byl procentuaini
podil séropozitivnich zvifat vzdy nizsi u homozygotniho
genotypu K35.

Nejvyssi podil séropozitivnich ovci byl zjistén u zvirat
s haplotypem obsahujicim vnimavou alelu projevujici
se inkorporaci glutaminu do struktur transmembrano-
vého proteinu, tedy heterozygotli s genotypem E35K
(50,9%) a homozygoti o genotypu E35 (16,5 %).
Podobné v Némecku zjistili signifikantné vy3si podil
séronegativnich ovci u genotypu K35 u ¢tyf riznych
plemen ovci."

Zjisténé frekvence vyskytu polymorfismu v chovech
ovci tedy odpovidaji dfive publikovanym zjisténim, ze
haplotyp K35 je méné vnimavy k lentivirové infekci.
Srovnani podilt genotypti u séronegativnich zvifat neni
zcela relevantni, protoze zvifata vnimavého genotypu
nemusi byt vzdy infikovana. Kromé geneticky podminé-
né vnimavosti se v patogenezi infekce SRLV uplatiuje
fada dal3ich faktord, a to pfedeviim genotyp viru, stafi
zvifat, plemeno, podminky chovu a dalsi vlivy pro-
stredi.’?

Frekvence vyskytu vysoce vnimavého genotypu se
vyznamné lisi u rlznych plemen ovci. Napiiklad ovce
dakkanskd z Indie nebo tibetskd maji vibec nejvyssi
frekvenci vnimavé alely v globalni populaci, zatimco
nejnizsi vyskyt této alely byl zjistén u vzacného plemene
wallisk& ¢ervena ovce z horskych oblasti ve Svycarsku.”

Z nasich vysledku je patrné, ze homozygotni genotyp
E35 se vyskytuje ve sledovanych chovech v nizsim pro-
centnim podilu, vyskyt vnimavé alely je viak nejvyssi
u heterozygotniho genotypu E35K, kde byl zjistén rov-
néz nejveétsi vyskyt séropozitivnich ovci.

Vnimavost k infekci ma pravdépo-

dobné i dalsi souvislost s konkrétnimi
genotypy SRLV, které se na sledovaném
uzemi vyskytuji. V rdmci jedné studie se
objevila skupina izolatd SRLV, které by
mohly vytvofit novy subtyp genotypu
A, a které soucasné vykazuji zvysenou
schopnost infikovat jedince méné vni-
mavych genotypu.® V ptedchozi studii
byl zjistén na uzemi CR vyskyt dvou

Obr. 2 - Elektroforetickd separace PCR fragmenti genu TMEM154; slot¢. 1ac. 16
velikostni marker 100bp; sloty 2-13 specificky amplifikacni produkt PCR, slot ¢. 14

a 15 negativni kontrola

Diskuse

Tato prace ptinasi prvni publikované udaje o rozlozeni
jednotlivych haplotypt genu TMEM154 v chovech ovci
a koz v CR v souvislosti s geneticky podminénou vnima-
vosti ¢i odolnosti proti infekci SRLV.

Podle diive publikovanych vysledka by méla byt senzi-
tivita k infekci SRLV spojena s polymorfismem na
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genotypu SRLYV, a sice blize nedefinova-
né skupiny A2/A3 a genotyp B2.'2 Vy3si
podil pozitivnich ovci s odolnéjsim
genotypem K35 (48 %) oproti 30 %
podilu negativnich byl zjistén pouze
v jednom chovu plemene Sumavské ovce s genotypem
viru skupiny A, ktery nevykazoval vyznamné odliShou
genetickou strukturu od ostatnich zjisténych kmenut
tohoto typu.

V chovech koz byla situace ponékud jina. Ve viech
analyzovanych chovech se vyskytovali pouze homozy-
gotni jedinci s haplotypem E35. Ten je popisovan jako
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Tab. 1 - Procentudlnizastoupeni jednotlivych genotyp vysetfovanych zvitat v chovech ovci a koz

Sérologické vysetieni ELISA
Pozitivni Negativni
Chov
K35 E35 E35K K35 E35 E35K
% % % % % %
1 21,74 435 7391 7917 0,00 2083
2 40,00 10,00 50,00 55,00 5,00 40,00
8 48,08 192 50,00 2963 18,52 51,85
Ovce 9 0,00 55,00 45,00 16,28 32,56 51,16
16 4337 843 48,19 5867 933 32,00
18 15.79 52,63 31,58 36,36 13,64 50,00
19 12,82 25,64 61,54 6154 10,26 2821
20 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kozy
26 0,00 100,00 0,00 0,00 100,00 0,00
Tab. 2 - Celkovd distribuce genotypt v testovanych chovech ovci
Pocet n K35 E35 E35K
SRLV pozitivni 328 107 (32,6 %) 54 (16,5 %) 167 (50,9 %)
SRLV negativni 277 129 (46,6 %) 39 (14,1 %) 109 (39,3 %)

Tab. 3 - Kontingencni tabulka analyzy genotypt ovci
(Pearson x2 = 6,21, df=2, p < 0,05)

Genotyp ELISA pozitivni ELISA negativni
K35 107 (342) 129 (0.04)
E35 54 (0,04) 39 (0.28)
E35K 167 (0,03) 109 (2,40)

vnimavy k lentivirové infekci, a vysledky ELISA test( také
prokazaly, ze vice nez % vysetiovanych vzorkld s timto
genotypem bylo séropozitivnich. U koz neni situace
s rezistenci jednotlivych haplotyp( zcela jasna a mize
byt objasnéna dalsim vyzkumem korelaci mezi genoty-
py koz a monitoringem lentivirovych infekci v chovech.

Zaveér

V nasi studii se podatilo identifikovat u ovci viechny tfi
genotypy genu TMEM 154, které jsou odpovédné za vni-
mavost k infekci SRLV. Celosvétové rozsifeni vnimavych
alel v populaci ovci vytvéfii predpoklad, ze genetické
testovani a nasledna selekce vnimavych genotypi mize
pfispét ke zlep3eni nakazové situace SRLV a ekonomické
rentabilité chovu ovci.
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Vyuziti metody LAMP
pro molekularni diagnostiku
lentivird malych prezvykavcu
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SOUHRN

Stehlikové D., Vernerové K., Curn V., Tonka T., Farkova B., Vej¢ik A., Bartak P, Vaclavek P. Vyuziti metody
LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) pro molekularni diagnostiku lentivirii malych
prezvykavci. Veterinaistvi 2018;68(5):340-345.

Lentiviry malych pfezvykavcl (SRLV) zplsobuji chronické, pomalu, ale progresivné probihajici
infekce a jsou ptivodci onemocnéni maedi-visna ovci (Maedi-Visna; MVV) a artritidy a encefalitidy
koz (Caprine Arthritis-Encephalitis; CAEV). Jedna se o celosvétoveé rozsifena, nelécitelnd onemoc-
néni s vyznamnym ekonomickym dopadem. Onemocnéni jsou typicka a vyznamna svym dlouho-
trvajicim latentnim charakterem s postupnym 3ifenim v infikovaném chovu. Pozitivni ndlez vytva-
i bariéru pfi obchodovani s plemennym materidlem, ¢i pfi pofadani chovatelskych akci. Pfimé
ztraty Uhynem v chovu jsou malé, nicméné uzitkovost zvifat klesa. V ramci vyzkumného projektu
byly na uzemi CR v prabéhu let 2016 a 2017 odebrany vzorky z pfedem vybranych chovii ovci
a koz, provedena laboratorni diagnostika onemocnéni pomoci sérologickych metod, metod zalo-
Zenych na detekci provirové DNA a v CR nové zavadéné metody LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplification). Z nasledné analyzy sensitivity a specifity jednotlivych metod vyplyva, ze jako nej-
spolehlivéjsi diagnostickd metoda se jevi pouziti kombinace sérologického a qPCR (real time PCR)
testu, zatimco pouziti metody LAMP ma zatim sva omezeni vyzadujici optimalizace pfedevsim
v extrakci a zpracovani provirové DNA.

SUMMARY

Stehlikova D., Vernerova K., Curn V., Tonka T,, Farkova B., Vejc¢ik A., Bartak P, Vaclavek P. The use of LAMP
(Loop Mediated Isothermal Amplification) method for molecular diagnosis of lentiviruses in small
ruminants. Veterinarstvi 2018;68(5):340-345.

Small-ruminant lentiviruses (SRLVs) cause chronic, slow but progressive infections: Maedi-Visna
(MVV) in sheep and Caprine Arthritis-Encephalitis (CAEV) in goats. These infectious diseases occurs
worldwide, lead to economic losses and there are no vaccines or treatment developed against. MV
and CAE are characterised by lifelong persistence and latent character. Besides economical and
health impacts it is also a barrier to the exportation of target animals from countries where it is
endemic or organizing breeding events. The direct mortality losses are small, however the animal
performance is decreasing. Within the framework of the research project samples of pre-selected
sheep and goat herds were sampled during the years 2016 to 2017. Laboratory diagnostics of the
disease were performed using serological methods, methods based on proviral DNA detection and
newly in the Czech Republic introduced Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP). From
a subsequent analysis of the sensitivity and specificity of the individual methods, the combination
of the serological and qPCR (real time PCR) assays is recommended as the most reliable diagnostic
method, whereas the use of LAMP method still has its limitations requiring optimization especially
in the field of extraction and processing of proviral DNA.
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Uvod

Lentiviry malych prezvykavct patfi do rodu Lentivirus,
celedi Retroviridae (podceled Orthoretrovirinae). Infekce
témito viry zpusobuji multisystémové, pomalé, progre-
sivni a fatalni lymfoproliferativni onemocnéni v cilovych
orgéanech, jako jsou plice, mlécna Zlaza, mozek a klouby.
V poslednich desetiletich byla rozeznana cela fada va-
riant SRLV a v soucasnosti je tato skupina rozdélena do
péti genotypli A az E. Genotyp A (A1 az A13) je hetero-
genni skupina zahrnujici klasické MV viry i jiné varianty,
které infikuji jak ovce, tak kozy. Genotyp B (B1 az B3) by
mél zahrnovat CAE viry infikujici vyhradné ovce.
Genotypy C (postihujici ovce i kozy), D a E (vyhradné
ovce) se v Evropé vyskytuji zifidka. Neni vyloucena
rekombinace vedouci ke vzniku novych variant SRLV.'

Maedi-visna byla poprvé popsana islandskym védcem
Bjornem Sigurdssonem roku 1954, pficemz se jednalo
o prvni virus z rodu Lentivirus, ktery byl izolovén.? Jako
zdroj nakazy byla oznacena karakulska ovce importova-
né z Némecka. Rychlému 3iteni infekce dopomohlo spo-
le¢né, dlouhé zimni ustajeni. Virus byl pojmenovan
v islandském jazyce podle respira¢nich pfiznaka maedi
a neurologickych ptiznakd visna.? V pribéhu roku 1965
na Islandu uhynulo z diivodi tohoto onemocnéni pies
100 tisic ovci a dalsich 650 tisic bylo porazeno v rdmci
razantniho eradika¢niho programu.* U koz bylo onemoc-
néni poprvé zaznamenano v Indii, nasledovala hlaseni
z Némecka a USA. Na zakladé symptomu bylo onemoc-
néni pojmenovano jako artritida a encefalitida koz.
Soucasna nakazova situace ukazuje na celosvétové roz-
siteni onemocnéni s vyjimkou Australie a Nového
Zélandu, kde doposud byl hlasen pouze vyskyt artritidy
a encefalitidy koz CAE.®

LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification;
Izotermicka ampilifikace zprostredkovana smyckami)

Pouziti metody LAMP bylo poprvé zdokumentovano
a ovéreno pfii detekci viru hepatitidy B roku 2000. Je to
vysoce specifickda a ucinna amplifika¢ni metoda, ktera
amplifikuje DNA za izotermickych podminek. Ve srovna-
ni s PCR a real-time PCR ma LAMP vy33i u¢innost amplifi-
kace, ktera je ptisuzovana tomu, ze neni nutné volit slo-
zité teplotni podminky. Na rozdil od PCR tedy nevyzadu-
je cyklovani.® Ve srovnani s tradi¢nimi detekénimi meto-
dami je specificita LAMP extrémné vysoka. Bylo zjisténo,
ze metoda LAMP je 10-100x citlivéjsi nez PCR. Ve srovna-
nis PCRa PCR v realném case ma LAMP vyhody v jedno-
duchosti reakce a vys3i Gcinnosti amplifikace.” Obrovska
vyhoda LAMP je i v Uspofe casu. DNA se amplifikuje
10°-10"°x za 15-60 minut, coz mlze ve srovnani s PCR
udetfit i 1 hodinu.® Od svého zavedeni byla metoda
LAMP optimalizovéana k detekci patogent humannich,
zivocisnych i rostlinnych (viry, bakterie, protozoa) ¢i nej-
rtiznéjsich potravinovych kontaminantd. Vstupni materi-
al je pak ziskavan z nejriznéjsiho klinického materialu
(krev, faeces atd.). K amplifikaci jsou pouzivany termo-
stabilni DNA polymerazy s dislokazovou aktivitou, které
maji 5°-3’endonukledzovou aktivitu. Témto kritériim

VETERINARSTVI 5/2018

65

Hospodaiska zvitata

vyhovuje Bst polymeraza izolovana z bakterie Bacillus
stearothermophilus, Bsm polymeraza izolovana z bakte-
rie Bacillus smithii a Gsp polymeraza z Geobacillus stearo-
thermophilus.®'® Sada primert pro amplifikaci LAMP
zahrnuje $est primer, a to vnéjsi piedni primer (Forward
Outer Primer; F3), vnéjsi zadni (Backward Outer Primer;
B3), vnitini predni (Forward Internal Primer; FIP) a vnitini
zadni (Backward Internal Primer; BIP). Pro urychleni reak-
ce jsou navrzeny dva smyckové primery Loop B
(Backward Loop Primer; BLP, Loop B) a Loop F (Forward
Loop Primer; FLP, Loop F). Tyto primery odpovidaji sek-
venci Sesti rznych oblasti cilového genu. Na 3 ’konci to
jsou oblasti F3c, F2¢, F1c a na 5’konci oblasti B1, B2, B3.
Vzhledem ke specifickému plsobeni téchto primert je
mnozstvi amplifikované DNA vy3si nez u reakci zaloze-
nych na PCR. LAMP ampilifikaci |ze rozdélit na dvé &asti.
Na pfipravu vychoziho materidlu a na cyklickou amplifi-
kaci. V prvni casti se vnitini primer FIP hybridizuje
k oblasti F2c, nachazejici se na templatovém fetézci
DNA. Tento proces zahajuje syntézu fetézce a vytvaii se
fetézec, ktery je komplementérni k templatu. Poté pri-
mer F3 naseda na oblast F3c templatu. S pomoci disloka-
zové aktivity termostabilni DNA polymeréazy se zahdji
fetézova substitu¢ni reakce, ¢imz vznika vazba primeru
FIP a nové vzniklého fetézce. Tato struktura muize na
jednom konci vytvofit smyckovou strukturu. Syntetizuje
se dvojietézcova DNA pomoci primeru F3 a templatové-
ho fetézce DNA. Vzhledem k tomu, Ze na 5 ‘konci fetézce
existuji komplementarni oblasti Fic a F1, po nasednuti
BIP a B3 probiha ekvivalentni proces a vznikne dalsi
struktura kmenové smycky na druhém konci DNA.
Celkové tato struktura slouzi jako vychozi material pro
cyklickou amplifikaci. V druhé c&asti probiha cyklicka
amplifikace. Struktura vznikla v prvni fazi je rychle preve-
dena do kmenové smycky pomoci syntézy DNA. Poté FIP
hybridizuje se smyckou DNA, ¢imz disociuje dvouretéz-
covou DNA na jednoretézcovou, kterd rychle vytvofi
strukturu kmenové smycky na 3 ‘konci diky komplemen-
tarnim B1c a B1 oblastem. Poté je od 3’konce oblasti B1
iniciovéana syntéza DNA a uvolnuje se FIP spojeny s vldk-
nem. Pozdéji se, diky komplementarité oblasti F1-F1c
a B1c-B1, na obou koncich, tyto oblasti spoji. Stejnym
zplsobem B2 se spoji se smyckovou oblasti B2¢, ¢imz se
vytvori nova sekvence DNA. Produkt pak slouzi jako tem-
plat, na ktery naseda BIP primer a syntetizuje nové vlak-
no a nasleduje cyklickda amplifikace az do ukonceni
reakce. Vysledkem tohoto procesu jsou rtizné struktury
sestavajici ze stfidavé obracenych opakovani cilové sek-
vence na témze vlidknu DNA. Amplifikace a detekce genu
muze byt dokoncena v jediném kroku inkubace reakéni
smési pri konstantni teploté asi 60-65 °C.57"" Mezi dalsi
komponenty patii dNTPs, jako zdroj potiebnych nukleo-
tidl. Déale se do reak¢ni smési pridavaji ionty Mg?,
pomoci nichz lIze reakci optimalizovat. Na stabilizaci
poméru AT a GC bazi Ize do reak¢niho mixu pridat ami-
novou sul, napf. betain.'?

LAMP byl v oblasti SRLV pouzit predevsim k detekci
CEAV, kdy byly jako templat pro design primert zvoleny
konzervativni iseky gag genu a p25 genu.'™

341



Hospodariska zvirata

Tab. 1 - Séroprevalence MVV/CAEV v chovech ovci a koz a vysledky LAMP analyzy

o

T s | 8| g 82 |83 | £3

3 g g E . £ & | &8 | 28 25

5 | £ | ¢ | 5| 2| 3| 2 | ¢ |88 |Fi.| %P

g 3| B 8| 5| 8| 8| & |35 558 &2

3| 5| ° | 5| 2| % | E| § |85%|35%) 38

. s 8| 5| % | ¢ |s% |5% | iz

8 =l g8 | &8 | &3

>
1 kozy JN 243 32 3 208 13,1 2 4 2
2 ovce KT 150 24 1 125 16,0 2 4 3
&y ovce KT 230 20 0 210 8,7 2 4 4
4 ovce CB 8 0 0 8 0 2 0 0
5 kozy SY 22 1 0 21 4,5 2 0 0
6 ovce SY 50 0 1 50 0 2 0 0
7 ovce KT 100 10 0 90 10 2 4 3
8 ovce ST 50 0 1 49 0 2 0 0
9 ovce JH 2 0 0 2 0 2 0 0
10 ovce 2 200 97 3 100 48,5 2 4 4
11 ovce JN 431 42 3 386 9,7 2 4 3
12 kozy BM 18 0 0 18 0 2 0 0
13 ovce BM 42 0 0 42 0 2 0 0
14 ovce KT 90 0 0 90 0 2 0 0
15 kozy ST 103 0 0 103 0 2 0 0
16 ovce CK 50 0 0 50 0 2 0 0
17 kozy CK 19 0 0 19 0 2 0 0
18 kozy CB 31 0 0 31 0 2 0 0
19 ovce CB 248 0 3 245 0 2 0 0
20 ovce KT 91 0 0 91 0 2 0 0
21 ovce LI 206 0 1 205 0 2 0 0
22 ovce KV 280 63 1 216 22,5 2 4 4
23 ovce KV 299 146 1 152 48,8 2 4 4
24 kozy JS 173 53 0 120 30,6 2 4 1
25 ovce JS 274 154 0 120 56,2 2 4 3
3410 642 U 2751 18,82 50 40 31

Detekce produktu LAMP

K detekci produktu LAMP bylo navrzeno nékolik
metod. Levnou a ti¢cinnou metodou detekce je elektrofo-
réza na agarézovém gelu. Produkt je pod UV transilumi-
natorem vizualizovan ve formé velkého mnozstvi DNA
bandd. Nevyhodou této metody je riziko kontaminace
po amplifikace po otevieni vzorku pfi nanaseni na gel.'
Dalsi moznosti vizualizace je pouziti turbidometrie, kdy
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vznika pyrofosfatovy iont, coz vede ke vzniku bilé sraze-
niny pyrofosfore¢nanu horec¢natého v reakéni smési.
Vzhledem k tomu, Ze mnozstvi srazeniny v reakéni smési
koreluje s mnozstvim syntetizované DNA, mtze byt
optickd hustota méfena turbidimetrem nebo po centri-
fugaci, kdy je dobie viditelny pouhym okem.'® Dalsi
metodou je vyuziti interkalacnich barviv, napi. SYBR
Green, kdy barvivo po navazani na amplifikovanou DNA
emituje zelené zbarveni.'””
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Tab. 2 - Sekvence pouzitych primert (Macrogen, KOR)

Hospodarska zvirata

Primer | Sekvence (5-3")

F3 GGAAAAGAGAT TATCCTGAGCT

B3 TGTTACTCTCCTCAGGAGTT

FIP GCACCATAAACAATTTCCTTCTGTCCAGGCATGCAAGATAAAAGTTC
BIP TACATGT TTGAGGACCATAAAGAGGT TCTTCACCT TCTGCCATA

LF AAGTGCTCCCCTCTGAGTC

Tab. 3 - Slozeni reakéni smési

Reagencie ul Primer Koncentrace pmol
Isothermal master mix (OptiGene, UK) 15
F3,B3 5
Primery 5 loopF, B 20
FIR BIP 40
Templat (50 ng/ pl) 3
SYBR green 1
H,0 1
Material a metodika Vysledky

Z chovl s prokdzanym vyskytem infekce SRLV byla
vybrana zvifata starsi 12 mésict a odebrany vzorky
periferni krve (tab. 1). Nesrazliva krev (antikoagulant
K3EDTA) byla zpracovana tzv. buffy coat (leukocyty,
trombocyty) s predpokladem co nejvétsiho vytézku
provirové DNA. Izolace DNA byla provedena komerc¢-
né dostupnym kitem MagNA Pure LC Total NA
Isolation kit (Roche) s vyuzitim robotického systému
MagNA Pure LC. Pozitivita vzork( byla s predstihem
testovana sérologickymi metodami (ELISA) a gPCR."?
Pro LAMP analyzu byly z kazdého chovu vybrany dva
vzorky sérologicky a qPCR negativni a v deseti pozi-
tivnich chovech byly vybrany ctyfi vzorky sérologic-
ky pozitivni. Celkem bylo na modelovém panelu
sestaveném pro Ucely ovéreni metody LAMP analy-
zovéano 90 vzorku.

Pro metodu LAMP byly pouzity primery uvedené
v tab. 2. Izotermicka reakce v délce 60 minut pii 63 °C
s naslednou zavére¢nou denaturaci pti 90 °C probihala
s vyuzitim LifeECO thermocykleru (Bioer Technology,
CHN) a zafizeni QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific, USA). Slozeni reakéni
smési je uvedeno v tab. 3.

V pripadé vyuziti termocykleru bylo po amplifikaci
do vzorkda pfidéno interkalac¢ni cinidlo ethidium
bromid (Sigma Aldrich, USA). Probéhla elektroforetic-
ka separace fragment( na 2% agarézovém gelu s 0,5 X
TBE po dobu 80 minut pfi 4 V/cm. Agarézovy gel byl
vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a doku-
mentacniho zafizeni InGenius3. V pfipadé real-time
zobrazeni bylo pouzito interkalacni cinidlo SYBR
Green (SigmaAldrich, USA) v koncentraci 1x pfimo do
reak¢ni smési.

VETERINARSTV[ 5/2018

67

Na obr. 1 jsou uvedeny vysledky po provedené LAMP
analyze u vzork( ziskanych z krve sérologicky pozitiv-
nich a negativnich ovci a koz. Vizualizace amplifikova-
nych produkt byla provedena pomoci elektroforézy
v agarézovém gelu.

Na obr. 2 jsou uvedeny vysledky pro tytéz vzorky jako
v prvnim pripadé, ale LAMP analyza probéhla Real-Time
PCR Systému QuantStudio™. Vysledky pak jsou zobraze-

M W 1 163

247 2661 2794

Obr. 1 - Vizualizace produktu LAMP na agarézovém gelu
Legenda: M = ladder 10 kb (SigmaAldrich, USA); W = voda;

1 = vzorek 1- koza CAE negativni; 163 = vzorek 163 — koza CAE
pozitivni; 247 = vzorek 247 — ovce MV negativni; 2661, 2794 =

= vzorky 2661 a 2794 - ovce MV pozitivni

Uvzorka W (voda, blank bez DNA), 1 a 247 nejsou pritomné
Zddné amplifikacni produkty a neprobéhla amplifikace.
Uvzorkii 163, 2661 a 2794 jsou detekované produkty po LAMP
analyze, v pripadé této analyzy se nehodnoti pozice amplikond,
ale amplifikace jako takovd, tedy pritomnost amplikont na gelu
a tyto vzorky odpovidaji pozitivnimu vysledku.
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Obr. 2 - Vizualizace produktd real-time LAMP

Legenda: Zelend linie = voda; hnédd = vzorek 1 - koza CAE negativni; fialovd = vzorek 163 — koza CAE pozitivni; cervend = vzorek
247 - ovce MV negativni; svétle a tmavé modrd = vzorky 2661 a 2794 — ovce MV pozitivni.

Vzorky 1, 247 a kontrolni vzorek (voda, blank bez DNA) nevykazuji ndrdst fluorescence a neprobéhla amplifikace

U vzorki 163, 2661 a 2794 je patrny v ¢ase kolem 60 minut zietelny ndrist hodnoty fluorescence a probéhla amplifikace

ny v podobé kfivek odpovidajicim nartstu fluorescence
a mnozstvi detekovanych amplifikovanych fragmenta.
Ve viech tfech ptipadech analyzy pozitivnich vzorkd
doslo k pocatku exponencialniho nartstu fluorescence
mezi 40-60 minutou analyzy.

Celkem bylo pro ucely ovéteni pouzitelnosti metody
LAMP testovano 90 vzork(. Z kazdého chovu byly vybra-
ny dva vzorky sérologicky negativni. Z chovt, kde byl
zaznamenan vyskyt MV/CAE, byly vybrany ctyfi vzorky
sérologicky pozitivni. Vsechny sérologicky negativni
vysledky po LAMP analyze rovnéz poskytly negativni
vysledek. U sérologicky pozitivnich vzork( byla Gspés-
nost LAMP detekce 77,5 % (tab. 1). Pficinou nesouladu
mezi vysledky molekularni a sérologické detekce je prav-
dépodobné nizka koncentrace a kvalita DNA, ktera je pro
Uspésnost LAMP analyzy kriticka.

Diskuse

Metoda LAMP je zavadéna jako jedna z levnych a rych-
lych metod k detekci nejriiznéjsich patogent zvirat, pfi-
¢emz jeji pouziti bylo Gspésné ovéreno i pro nékteré
nakazy podléhajici povinnému hlaseni (slintavka a kul-
havka, horecka udoli Rift, mor skotu, enzooticka leukéza
skotu, klasicky i africky mor prasat, vezikuldrni choroba
prasat, newcastleska choroba ¢i aviarni influenza).’® Mezi
nesporné vyhody této techniky patfi vysoka citlivost,
specifi¢cnost, moznost kvantifikace, rychlé a snadné pro-
vedeni a nizké naroky na pristrojové vybaveni v porov-
nani naptiklad s PCR.
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V predchozich studiich byla metoda LAMP vyuzita
vyhradné k detekci CAEV, pricemz vstupnim biologickym
materidlem byla krev a dale kultury bunék synovialni
membrany.'*'? Vzorky byly v téchto pripadech ziskany na
Gzemi Filipin a Ciny. Cilem tohoto projektu bylo ovéfit
a optimalizovat pouziti LAMP na nase podminky s vyuzi-
tim provirové DNA izolované z krve ovci a koz. Z vybra-
nych vzorkl byla pozitivita na MV/CAE pomoci LAMP
jednoznacné potvrzena u 31 ze 40 analyzovanych séropo-
zitivnich vzorkd, a to s pouzitim obou vizualiza¢nich
metod. U deviti pomoci LAMP analyzovanych vzorkd (na
obr. 1 a 2 vzorek 247 — ovce) nebyla potvrzena predpokla-
dana pozitivita na MV, ackoliv s pomoci ELISA testu a real-
-time PCR byl vzorek jednoznacné oznacen jako pozitivni.
Otazkou je, z jakého davodu se i pfi opakované LAMP
analyze nepodaiilo tento vzorek amplifikovat a potvrdit
tak vysledky jinych metod, kdyz vzhledem k vyrazné vys-
$imu poctu syntetizovanych kopii ma LAMP oproti PCR
vyssi rozpoznavaci schopnost. Jednou z moznosti je ztrata
podstatné casti vstupniho produktu pfi manipulaci se
vzorkem, a to s nejvétsi pravdépodobnosti jiz béhem
kroku extrakce DNA z buffy coatu ¢i nedostatecna Cistota
a homogenita vzorku. Optimalizacim metod izolace
a purifikace DNA a optimalizaci metody LAMP bude
i nadéle vénovana pozornost.

Zavér

Metoda LAMP je vyuzivana k detekci z veterinarniho
hlediska mnoha vyznamnych patogent. V minulosti byla
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jiz ispésné pouzita pro detekci CAEV a diky této studii
se prokazala jeji aplikovatelnost k detekci MVV. Fakt, ze
u jednoho prokazatelné pozitivniho vzorku se nepodafi-
la pomoci LAMP opakované prokazat pfitomnost provi-
rové DNA, ukazuje na soucasné rezervy v pouziti této
metodiky. Je potieba dalsi optimalizace a Gpravy proto-
kolu, zejména pak v kroku extrakce provirové DNA, a to
tak, aby metoda LAMP mohla byt zatazena vedle ELISA
testu a PCR, jakozto spolehlivy detekéni postup, s pfi-
hlédnutim ke své specifi¢nosti, rychlosti a nenaroc¢nosti
provedeni.
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I. Cil metodiky

Chov ovci a koz je nyni jednou z priorit zemeédélstvi, jak v LFA, tak v produkénich
oblastech, a to i z dlivodl udrzovani krajiny v kulturnim stavu, vyuZziti produkce
TTP, ¢i zachovani biodiverzity. Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v
CR, je potfeba podporovat rozvoj chovu téchto prezvykavcil, a to z hlediska
zdravotniho stavu zvirat, welfare, Slechténi a podpory mistniho i mezinarodniho
obchodu s plemennym materialem.

Lentiviry malych prezvykavcl SRLV, tedy maedi-visna virus ovci (MVV) a virus
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV), zpUsobuji vyznamna onemocnéni po
celém svété. Tyto choroby vedou k ekonomickym ztratam a s pfihlédnutim k
nakazovym opatfenim, omezuji moznosti obchodu s plemennymi zviraty. Pro tyto
virové infekce neexistuje u€inna vakcina ¢i léCba. Soucasné poznatky ukazuji, ze
pouzivané diagnostické metody nejsou vzdy zcela spolehlivé (z divodl kmenové
variability, Ci nizké Urovné virové zatéze). Je tedy tfeba metody imunochemické a
molekularné biologické diagnostiky nadale zdokonalovat. Diky genomové analyze
s pouzitim 50k SNP c¢ipl pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich gend
pro odolnost k onemocnéni MV, pficemz nejsilngjsi vztah k odolnosti vykazuje gen
TMEM154%. U koz je tfeba tuto oblast prozkoumat, k éemuz snad dopomize
pouziti nového 52k SNP mikrocipu?’.

Cilem feSeni projektu NAZV QJ 1610096, v ramci néhoz byla metodika
vypracovana je vypracovat nové diagnostické metody pro véasné odhaleni
infekénich agens, v tomto pfipadé onemocnéni maedi-visny (MV) ovci a
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAE), provést prukaz vird MVV a CAEV
pomoci imunologickych metod a metod zaloZenych na molekularni detekci
virt a na zakladé genetického screeningu navrhnout program markery asistované
selekce na rezistenci proti lentivirovym infekcim malych prezvykavcl (SRLV).
Timto prosazovat v plemenitbé genotypy odolné€jsi k onemocnéni.

Cilem metodiky je podani uceleného souboru analytickych postupl pro
detekci SRLV a vytvoreni platformy pro ozdravovaci program lentivirovych
infekci malych prezvykavcu (ovci a koz).

(8]
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Il. Vlastni popis metodiky

I.1. Uvod

Lentiviry malych prezvykavcl (SRLV), konkrétné maedi-visna virus ovci (MVV) a
virus infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV) zplsobuji celosvétové rozsifena
onemocnéni vyskytujici se i v CR. Lentiviry malych pfezvykavcil zplisobuji maedi-
visnu ovci (MV) a artritidu a encefalitidu koz (CAE) a tyto choroby jsou nelécitelné
a neexistuji proti nim ucinné vakciny. Vzhledem k sou¢asné nakazové situaci jsou
onemocnéni MV a CAE vyznamnym problémem. ZpUsobuji vyznamné
ekonomické ztraty a vytvafi bariéru pfi obchodovani s plemennym materialem
(nejen v EU), & pfi poradani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zafazené v kontrole uzitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté.

Soucasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvirat a
nafizené vakcinace, sleduje Cetnost nalezli pozitivnich zvifat v jednotlivych
chovech v KU, nejsou vSak stanovena opatieni pro eradikaci nakazy. Plemeno,
kde se dle zprav od chovatelll predpoklada vyssi incidence onemocnéni, tedy
ovce Sumavska, je z monitoringu vyjmuto. Jeji chovatelé primarné projevuji zajem
o vyvoj markerll geneticky podminéné rezistence. Stejné jako u eradikace
klusavky (scrapie) na zakladé selekce rezistentnich genotypl se i zde se nabizi
moznost zavedeni eradikacniho programu spojujictho &asnhou a presnou
diagnostiku spole¢né s asistovanou selekci podminénou markery genetické
rezistence.

Soudobé poznatky ukazuji, Zze pouzivané diagnostické metody nejsou vzdy zcela
spolehlivé vzhledem ke slozité patogenezi onemocnéni. Nejspolehlivéjsi je
kombinace imunologickych a molekularné biologickych metod, pficemz s
prihlédnutim ke kmenové variabilité, je tfeba metody molekularné biologické
diagnostiky nadale zdokonalovat!'. Krevni vzorky jsou primarné testovany
metodou ELISA za ucelem prikazu specifickych protilatek. Suspektni vzorky jsou
pfipadné konfirmovany alternativhimi imunologickymi metodami - imunodifuznim
testem popfi. imunoblotem. Sérologicky pozitivni vzorky a vybrané negativni vzorky
jsou dale testovany na pritomnost provirové DNA metodou real-time PCR (qPCR)
a zaroven zmapovat distribuci jednotlivych genotypl lentivirli v populaci ovci a
koz.

Diky predchozim vyzkumim zaloZenym predevéim na genomové analyze s
pouzitim 50k SNP ¢&ipl pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich gent pro
odolnost proti onemocnéni MV. Nejsilnéjsi vztah k odolnosti vykazuji polymorfizmy
v genu TMEM152%. U koz neni tato problematika blize probadana, nicméné nové
vyvinuty 52k SNP mikroCip, dava nadéji k identifikaci a nasledné analyze
kandidatnich gent pro odolnost u koz?.
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Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potfeba podporovat
rozvoj chovu téchto zvifat, véetné ohroZzenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvirat, slechténi i podpory obchodu s plemennym materialem.
Ozdravovaci program od lentivirovych infekci malych piezvykavcl zaloZzeny na
kombinaci pfesné a rychlé diagnostiky onemocnéni a markery asistované selekce
(MAS) se jevi jako mozné vychodisko pro feSeni soucasné nakazove situace.
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I1.2. Odbér vzorku biologického materialu

Pro diagnostické ucely je odebirana periferni krev zvirat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu).

Krev je odebirana do plastovych 10 ml zkumavek s antikoagulantem KzsEDTA. Je
tfeba dodrzet maximalni hladinu krve oznacenou ryskou na zkumavce. lhned po
odbéru je krev ve zkumavce nutné dlkladné promichat s antikoaguantem,
uchovavavat pii +4°C a zpracovat bezprostiedné po doruceni do laboratore.

Ze vzorkl krve s K3EDTA je odstiedénim separovana plasma, buffy-coat (bilé
krvinky + krevni desticky) a erytrocyty. Krevni plasma se pouziva pro sérologické
vysetieni, buffy coat pro prlikaz provirové DNA. Vzorky jsou archivovany pfi -80°C.

Chemikalie:
e 10 ml plastové odbéroveé zkumavky z KsEDTA

Pristroje:
e centrifuga

e sada automatickych pipet
e vortex

e lednice

e hlubokomrazici box
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I.3. Sérologicka diagnostika: prukaz specifickych
protilatek proti SRLV

Zvifata infikovana SLRV zustavaji imunokompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek. Humoralni odpovéd na infekci MVV je vyznamné
pomalej$i, nez u jinych virovych infekci sakutnim pribéhem. K sérokonverzi
dochazi rizné a to od nékolika tydnu do nékolika mésicu po infekci.
Protilatky typu IgG jsou po prirozené infekci MVVICAEV pritomné po celou
dobu Zivota zvirete a slouZi jako zakladni indikator monitorovani nakazy
v chovech a selekéni kritérium pfi eliminaci nakazy.®

Lentivirové infekce mohou byt v laboratornich podminkach diagnostikovany jak
virologickymi tak sérologickymi metodami. Obecné je doporucovana kombinace
minimalné dvou testi kvuli konfirmaci vysledku. Jako optimalni postup
laboratorni diagnostiky lentivirovych infekci je doporuc¢ovana kombinace
ELISA testu a pfimého prikazu metodou PCR.®

Sérologické metody

Zakladem diagnostiky SRLV infekci jsou sérologické metody, zahrnujici
spektrum  ovéfenych laboratornich  technik. Jednak  mamek dispozici
screeningové testy jako je imunodifuzni test (IDT/AGID) a rizné varianty
imunoenzymatickych testl (ELISA). Druhou skupinou jsou testy s vy$si naroénosti
provedeni: radioimunoanalyza (RIA), radioimunoprecipitace (RIPA) a Western blot
(WB). Tyto testy jsou slozitéjsi, relativné nakladné a ¢asové narocné a proto jsou
pouzivané spiSe pouzivané pro vyzkumné ucely.

Sérologicka diagnostika je vyuzivana pro pravidelny zdravotni monitoring
v negativni populaci ¢i k identifikaci pozitivnich chovll jako soucasti programu
eradikace. V chovech s potvrzenym vyskytem SRLV jsou pak sérologické metody
v kombinaci s PCR pouzivany na identifikaci infikovanych jedinci vhodnych
k vyfazeni v ramci ozdraveni chovu. Za ucelem screeningu ¢i monitoringu jsou
pouzivany testy ELISA, které postupné nahradily méné citlivy IDT a od roku 2004
je pouzivan ELISA jako test prvni volby pro mezinarodni obchod. ELISA test ma
obecné vysSi sensitivitu nez IDT. Mnohé studie rovnéz potvrdily, ze test ELISA
detekuje sérokonverzi v ranngjsich fazich infekce nez test IDT. ELISA test je také
ve srovhani sIDT znacné rychlejsi (2-3 hodiny vs. 2-3 dny) a umoziuje
zpracovani velkého mnozstvi vzorkd.

ELISA testy na diagnostiku SRLV infekci Ize obecné rozdélit na nepfimé a
kompetitivni. Nepiimé ELISA testy jako antigen vyuZivaji cely virus,
rekombinantni proteiny nebo syntetické peptidy. Kompetitivni ¢i blokovaci testy
jsou zaloZzeny na monoklonalnich protilatkach proti definovanym epitoptim viru.
ELISA testy postavené na rekombinantnich ¢i peptidovych antigenech
vyuzivaji napf. rekombinantni proteiny kapsidy (CA) jako je p55, p25, p16, p14,
transmembranovy protein (TM) gp46 nebo purifikovany obalovy protein gp135.7:18
Pouzivany jsou rovnéz syntetické peptidy odvozené od p25 nebo TM proteinu.®
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Proteiny kapsidy jsou povazovany za skupinové specifické antigeny s vyraznou
kiizovou sérologickou reaktivitou mezi izolaty viru maedi-visna, ktera zahrnuje
rovnéz izolaty viru CAE.?2 TM glykoprotein je pokladan za vysoce imunogenni
komponentu viru. Experimenty s rekombinantnim TM glykoproteinem prokazaly
pfitomnost protilatek az u 97% infikovanych ovci.®

Protilatky proti kapsidovému proteinu p25 vzrlstaji relativné brzo po infekci a
hladina téchto protilatek zacne klesat, kdyz se objevi klinické pfiznaky. Protilatky
proti obalovym glykoproteinlm gp46 a gp135 vzrlstaji pozdéji po infekci a
perzistujici pres klinickou fazi.62° VétSina souc¢asnych komercnich ELISA testu
tak vyuziva kombinaci kapsidového proteinu (napfr. p25, p27, nebo p28) viru
maedi-visna produkovaného na Escherichia coli a peptidu ziskaného z
imunodominantniho regionu transmembranového proteinu gp46. Vysledkem
je pak sensitivita pohybujici se u ruznych testu vétSinou nad 90% a vysoka
specifita v rozmezi 96-100%.

Problémem sérologické diagnostiky zlUstava i pies vysokou vysokou sensitivitu i
specifitu testl tzv. intermitentni sérologicka odezva. Ta se projevuje ¢asovou
variabilitou humoralni odezvy a to od nékolika tydnt do nékolika mésicl po infekci.
Obecné se predpoklada, Ze titr protilatek pri sérokonverzi dosahne maximalni vyse
a pak klesne na nizsi, ale stabilni hladinu. Nékteré studie ovSem uvadi, ze u
urcitého procenta zvirat (10-20%) dochazi k tzv. intermitentni protilatkové odezve
zjisténé jak ve WB, IDT ¢i ELISA testu a toto obdobi mize trvat tydny, mésice ale i
roky.822 Titry protilatek proti rlznym proteinim (p25, p16, p14 nebo proteinim
obalu) pak mohou priibézné kolisat nebo mohou docasné klesnout pod detekéni
schopnost testli a vykazovat tak negativni vysledek. Tento fenomén v praxi
komplikuje diagnostiku a eradikaci infekci SRLV.

Pouzitelnost metod sérologie

Kvlli vy$e popsanym omezenim je sérologie vhodna zejména pro screening stad
¢i pribézny monitoring, ale omezené pouzitelna k identifikaci zdravotniho statusu
u jednotlivych zvifat. Zde je vhodné pristoupit k opakovanému vysetieni zvifete
(tzv. parové vzorky) a to s odstupem nékolika mésicl od prvniho odbéru. Vhodna
je také doplnéni vysetieni pfimym prukazem viru testem PCR. Priikaz provirové
DNA viru testem PCR je citlivéjSi nez ELISA test v rannych fazich infekce, protoZze
detekuje infikované zvife jesté prfed sérokonverzi. To Ize vyuzit pfi eradikaci
nakazy na urovni stada, kdy jsou testem PCR testovany sérologicky negativni
zvirata. Obecné je ale PCR diagnostika SRLV hodnocena jako méné citliva nez
ELISA testy a to kvili nizkému mnozstvi viru vyluéovanému nasledné béhem
dalSich fazi infekce po sérokonverzi. Pro optimalni detekci SRLV infekce lze
doporucit kombinaci vhodné vybraného ELISA testu a PCR. Kvili genetické a
antigenni variabilité je nutné testy ovérit s ohledem na pravé cirkulujici kmeny viru
v daném regionu.
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Provedeni testu

Provedeni konkrétnich testli uvednych v tabulce ¢.1. se fidi navodem vyrobce
diagnostické soupravy. Vzorkem Kk detekci specifickych protilatek je plazma
ziskana zplsobem popdanym v kapitole 11.2. Testy je vhodné doplnit internimi
pozitivnimi kontrolami terénnich sér z vysetfovanych chovd.
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I.4. Vyhodnoceni sensitivity a specifity sérologickych
testu

Sensitivita testi muze byt vyznamné ovlivhéna vysokou genetickou
variabilitou viru, druhem pouzitého antigenu, druhem zvifete a stadiem
infekce. Pro dosazeni optimalniho vysledku sérologické diagnostiky je tfeba
provedeni SirSi srovnavaci studie dostupnych testi s cilem stanoveni
vhodné kombinace testu pro prislusny region. Geneticka heterogenita SRLV
ovliviiuje jak na prukaz genomu tak testy zalozené na detekci virovych
proteinu. Nevhodné zvolené testy mohou sniZovat sensitivitu, produkovat
faleSné negativni vysledky a komplikovat tak rannou diagnostiku infekce
SRLV.

Prehled dostupné sérologické diagnostiky pouZivané v Ceské republice
k diagnostice SRLV je uveden v tabulce ¢ 1. Pouzivany jsou zde ruzné druhy
komercnich ELISA testi nebo imunodifuze. Imunodifuzni test (IDT/AGID) je
postaven na celém viru a detekuje zejména protilatky proti kapsidovému proteinu
p25viru MV (u koz p28 viru CAE) a obalovému glykoproteinu gp135. Specifita
imunodifuzniho testu je vysoka a pohybuje se kolem 98,3%, ale nevyhodou je jeho
nizka senzitivita (76%). Proto byva IDT vyuzivan spise jako orientacni test a za
urCitych okolnosti mize byt pouzit i pro konfirmaci vysledku ziskaného ELISA
testem.®7

Sensitivita ELISA testi se pohybuje vétSinou nad 90% a specifita byva
obecné velmi vysoka (96-100%). Kazdy z testl pouZivanych k sérologické
diagnostice ma své prednosti a nevyhody s ohledem na potencialni moznosti
vyuziti, kterymi jsou zejména jejich rlzna specifita a sensitivita. Protoze
neexistuje zadny oficialni ,zlaty standard“ sérologickych testu na
diagnostiku infekci SRLV, jsou testy vétSinou porovnavany navzajem mezi
sebou a vysledné studie tak maji rGznou obtizné porovnatelnou kvalitu. Ve
studiich na urCeni specifity a sensitivity by méla byt vyuzita experimentalné
infikovana zvirata s jasné definovanym infekénim statutem a dle OIE doporuceny
pocet minimalné 300 pozitivnich a 1000 negativnich vzorkl (OIE Manual of
Standards for Diagnostic Tests and Vaccines, 2000).2' Tato kritéria nejsou praxi
realné dosazitelna, a proto jsou vyuZivany riznym zplsobem definované vzorky
po pfirozené infekci. ZjiSténa sensitivita a specifita testu se podle pristupu v
riznych studiich muze vyrazné liSit. VyznamnéjSi rozdily byvaji hlavné v
sensitivité testu, specifita byva vétSinou vysoka. Ojedinéle se mohou
vyskytovat i faleSné pozitivni vysledky, u kterych dldvod reakce neni mozno
objektivné objasnit.” V poslednich letech se v nékterych evropskych zemich
objevily falesné pozitivni reakce zplsobené nedostatecné purifikovanymi
vakcinami proti viru kataralni hore¢ky ovci.’®

Pro vyhodnoceni relativni sensitivity komerénich ELISA test(i na vzorcich z Ceské

republiky byl pouzit soubor terénich vzorkl ovci a koz z rliznych chovl, které byly
sérologicky pozitivni v imunodifuznim testu (IDT/AGID MAEDITEC). Jako nejvice
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citlivy test se jevi Elitest MVV/CAEYV, srovnatelnou uroven vykazuje ID Screen MV
Indirect. Nejméné citlivy test v tomto porovnani byl IDEXX MVV/CAEV p28 Ab
Screening Test pfi dodrzeni kriterii hodnoceni danych vyrobcem.

Pro sérologickou diagnostiku SRLV na tzemi CR jsou vhodné komeréni
ELISA testy Elitest MVVICAEV (Hyphen) a ID Screen MV Indirect (IDvet),
popf. jejich kombinace pfi nutnosti konfirmacniho vysSetreni.
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II.5. Detekce provirové DNA SRLV pomoci PCR metody

Pouziti sérologickych a molekularnich diagnostickych testli pro detekci SRLV
(Small Ruminant Lentivirus) je zavislé na nékolika faktorech, jako je napfiklad druh
testu, procentualni identita virové nukleotidové sekvence detekované ve stadech
v dané oblasti a virové sekvence, na zakladé které se pfipravuji diagnostické
postupy a testovaci reagencie. Dale je aplikace testll zavisla na patogenezi
v jednotlivych chovech (regionech) a na mife provirové DNA a SRLV protilatek
generujicich se béhem virémie u jednotlivych zvifat daného druhu. (Herrmann-
Hoesing, 2010).

U novorozenych jehiat a klzlat od SRLV pozitivnich matek, od kterych obdrzi
velkou cast jejich novorozenecké imunity prostrfednictvim pasivniho prenosu
prostfednictvim kolostra a mléka, mohou byt sérologické a molekularné biologické
testy falesné pozitivni. Pfedchozi studie ukazaly, Ze pokud jsou jehnata pfirozené
kojena od SRLV pozitivhich matek, jsou u nich detekovany SRLV protilatky po
prvnim dni sani az do 52. tydne stafi. Obdobna situace je i u detekce provirové
DNA, ktera muze byt detekovana v perifernich krevnich mononuklearnich buiikach
az do 24. tydne stafi. Z téchto dlvodu je doporuéeno testovat zvifata alespor 4-6
mésicl po odstavu (Herrmann-Hoesing et al. 2007).

K prokazani provirové DNA sekvence lentivirl u malych prezvykavcl je pouzita
molekularné biologicka metoda PCR (polymerazova retézova reakce). Principem
této metody je multiplikace useku cilové sekvence vybraného genu z provirové
DNA vznikajici po integraci virového genomu do hostitelské DNA pomoci
specifickych primerd, které tuto sekvenci ohrani¢uji. Specifita vysledného PCR
produktu lze ovéfit pomoci sekvenacni analyzy a porovhanim ziskané sekvence
se sekvencemi ulozenych v dostupné databazi NCBI.

Na zakladé poznatkli z piedchozich studii je molekularni diagnostika zaméfena na
detekci provirové DNA z hostitelské burky (leukocyty, event. mononuklearni
bunky) oproti pfimé detekci RNA volného viru v plasmé, séru nebo v dalSich
télnich tekutinach z dlvodu vyssi zachytitelnosti infektu v prabéhu virémie.
Podobny efekt by mél byt dosazen také pfi extrakci provirové DNA z alveolarnich
makrofagli ziskanych pomoci plicni lavaze (nebo sekéniho biologického
materialu). Tento diagnosticky postup je ale mnohem pracngjsi a Ize jej aplikovat
pouze u mensiho poctu zvirat.

Dalsi moznosti detekce provirové sekvence SRLV je metoda real-time PCR, pfi
které je provirova DNA amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci pomoci
DNA polymerazy, specifickych primerd a fluoroforu (Sybr Green, Evo Green, atd.).
V pribéhu nasedani primerll (annealingova faze) a elongace fetézce dochazi
k vazbé interkalujiciho barviva se vznikajici dvouretézcovou DNA. Sybr Green po
vazbé s dsDNA emituje silny fluorescencni signal. Intenzita fluorescence je pfimo
umeérna mnozstvi amplifikaéniho produktu v reakéni smési. Vysledek je sledovan v
realném cCase a je vyhodnocen pomoci pfislusného softwaru Real-time PCR
systému na zakladé hladiny fluorescence. Nevyhodou této metody je nespecifické
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nasedani barviva a je nutné vénovat velkou pozornost navrzeni specifickych
primert pro dany usek DNA sekvence. Vznik nespecifickych produktl amplifikace
Ize odhalit pomoci analyzy kfivky tani.

Souhrn zpusobu, jak maximalizovat citlivost a specificnost molekularné
biologickych metod detekujici genom SRLV je nasledujici (Herrmann-
Hoesing, 2010):

1. Navrhovat primery pro vice konzervativni regiony provirového genomu jako
jsou napfiklad geny pol, Itr, gag, env.

2. Navrhovat primery specificky nasedajici na sekvenci pozitivni kontroly
(referencni kmeny) a soucasné na provirovou sekvenci SRLV kment
vyskytujici se v kontrolovaném stadu.

3. Kontrolovat specifitu amplifikacniho produktu pomoci sekvenace.

4. U vzorkl s negativhim PCR vysledkem pouzit k ovéreni vysledku interni
kontrolu v podobé ,housekeeping” genu jako je napfiklad geny pro beta-
aktin, cytochrom B, GAPDH nebo 18S ribosomalni RNA.

5. Netestovat zvifata mladsi nez 4 mésice po odstavu.

Vzorkovani

Pro diagnostické ucely se odebira periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 meésice po odstavu. Odebrana krev, ktera je osetiena
antikoagulantem KsEDTA, je testovana po separaci plasmy a krevnich elementl
na prikaz protilatek i provirové DNA.

Priprava a zpracovani buffy coatu

PInd krev s KsEDTA o objemu 5 ml je centrifugovana v plvodni odbérové
zkumavce pfi 2 000 x g po dobu 20 minut. Po této centrifugaci jsou separovany ftfi
zakladni krevni slozky: plasma, buffy-coat (bilé krvinky + krevni desticky) a
cervené krvinky. Po opatrném odpipetovani krevni plasmy, ktera se pouziva pro
sérologické vysetreni, je prepipetovana stfedni vrstva — buffy coat do Cisté 1,5 ml
zkumavky typu eppendorf. Aby bylo odstranéno reziduum plasmy, je ziskany buffy
coat opét centrifugovan pfi 2500 x g po dobu 20 minut. Dodatecné procisténi
buffy coatu od erytrocytll se provadi pomoci lyzaéniho roztoku RLE o sloZeni:
NH4Cl, NaHCOs, EDTA, finalni pH 7,3. Bezprostifedné po precisténi buffy coatu
se z néj extrahuje DNA nebo je archivovan pfi -80°C.
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Extrakce DNA

Extrakce DNA z hostitelskych bunék se provadi pomoci automatu MagNA Pure LC
a komeréniho kitu MagNA Pure LC Total NA Isolation kit urceného pro tento
piistroj a pro tento typ extrakce. Pfed vlastni automatickou izolaci je proveden
preizolacni krok pomoci lyzacniho roztoku a proteinazy K. Slozeni prelyzacéniho
roztoku: GUSCN, Tris-HCI (pH 6,4), EDTA (pH 8,0), Triton X-100. Pripraveny buffy
coat je lyzovan pomoci 300 ul lyza¢niho roztoku a 3 ul proteinazy K (50 mg/ul)
v termomixeru pfi nastavené teploté 56 °C po dobu 90 minut. Po této inkubaci je
provedena teplotni inaktivace enzymu pfi 96 °C po dobu 10-20 minut.

Detekce cilové sekvence DNA

Po screeningovém sérologickém vysSetieni je vybrana extrahovana DNA, u které je
provedena testace na pfitomnost provirové DNA pomoci nested PCR dle
publikace (Grego et al., 2007). Amplifikace cilového useku provirové DNA je
provedena pomoci dvou parll specifickych primerll, které tento Usek ohranicuiji.
Cilova oblast genomu je konzervativni oblast gag genu. Vysledny amplifikacni a
reamplifikacni produkt o délce 1,3 kb a 0,8 kb. je detekovan v agarézovém gelu
prochazejicim UV svétlem po jednosmérné horizontalni elektroforéze a
vyhodnocen pomoci programu Gel-Pro Analyzer.

Pro ovéreni spravného postupu extrakce DNA a pfitomnosti inhibi¢niho faktoru
byla zvolena paralelni real-time PCR reakce detekujici kontrolni gen pro B-aktin.
Beta-aktin je jednou ze Sesti aktinovych izoforem. Aktiny jsou vysoce konzervativni
geny zapojené v bunécné motilité, stavbé a integrité. Aktin je jedna z nejhojnéjsich
intracelularnich bilkovin eukaryotickych bunék. Beta-aktin je jako globularni protein
hlavni soucasti kontraktiiniho aparatu a jeden ze dvou nesvalovych
cytoskeletarnich aktinli. K detekci genu pro B-aktin se do reakce stemplatovou
DNA ziskanou z testovaného zvifete pfidava jeden par specifickych primert a
jedna sonda znacenou fluoroféorem Hex (Toussaint et al.,2007).

V pribéhu real-time PCR je vizualizace amplifikacniho produktu zajisténa
nasednutim specifické fluorescenéni sondy typu Tagman pro dany Uusek.
V elongacni fazi dochazi k jejimu rozloZzeni pomoci exonukleazové aktivity Taq
polymerazy a tim i kuvolnéni fluorescencniho zareni. Real-time PCR probiha
v termocyklérech, které umozhuji teplotni cyklovani a zaroven detekuji
fluorescenci v kazdém cyklu PCR. Intenzita fluorescence je pfimo umérna
mnozstvi amplifikaéniho produktu pfitomného v reakéni smeési.
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Sekvence primeru pouzivanych pro detekci gag genu.
(Grego et al., 2007)

Primer Sekvence ‘5—3’
GAG F1 TGGTGARKCTAGMTAGAGACATGG
POL R1 CATAGGRGGHGCGGACGGCASCA

GAG F2 CAAACWGTRGCAATGCAGCATGG
POL R2 GCGGACGGCASCACACG

Sekvence primeru a sondy pouzivanych detekci genu pro p-aktin.
(Toussaint et al., 2007)

Primer/sonda Sekvence ‘5—3’
ACT1005 F CAGCACAATGAAGATCAAGATCATC
ACT1135R CGGACTCATCGTACTCCTGCTT

ACT1081 proza |TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT
HEX

PCR reakce probiha v cilovém objemu 25 pul.
Amplifikace i reamplifikace probiha v konvenénim termocykleru TRIO (Biometra)
pfi nize uvedenych teplotnich profilech.

Priprava mastermixu:

1. Reakcni smés se pfipravuje vzdy nova.

2. Roztoky a reagencie po rozmrazeni dobre promichat a kratce stocit pfi 10 000
rpm/10s.

3. Reagenci po kratké centrifugaci vytemperovat v chladicim boxu pfiblizné na 0,5
az 4°C.

4. Do PCR zkumavky napipetovat reagencie a roztoky v poradi a objemu nize
uvedeném.

5. Po napipetovani vzorkl nebo kontrol je nutné okamzité zavfit PCR zkumavku.
6. V kazdém kole analyz je nutna pfitomnost pozitivni i negativni kontroly (jiz od
extrakce) pro ovéreni chodu PCR a vylouceni kfizové kontaminace.
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SloZeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Objem (ul) Vysledna konc.
PCR H20 16,4
10 x PCR pufr complete 2.5 1x
dNTP(10 mM) 0,3 0,12 mM
Primer GAG F1(25 pM) 03 0,3 uM
Primer GAG R1(25 uM) 03 0,3 uM
(Fsaj;cp&l‘start Taq Polymeraza 02 {Ulreake;
Extrahovana DNA 5
Teplotni profil PCR (amplifikace)

Krok Teplota (°C) Casl/cyklovani
1(denaturace a aktivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 1 min
3(annealing) 55 35s
4(elongace) 72 1 min
5(cyklovani) Zpét na krok €. 2 35 x
6(finalni elongace) 12 7 min
7(chlazeni) 10 )
SloZeni reakcni smési pro nPCR

Reagencie Objem (ul) Vysledna konc.
PCR H20 18,9
10 x PCR pufr complete 2.5 1 x
dNTP(10 mM) 0,3 0,12 mM
Primer GAG F1(25 uM) 03 0,3 uM
Primer GAG R1(25 uM) 0,3 0,3 uM
(Fsalj}j)tart Taqg Polymeraza 0,2 1U/reakci
Extrahovana DNA 2,5
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Teplotni profil PCR (reamplifikace)

Krok Teplota (°C) Caslcyklovani
1(denaturace a aktivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 1 min
3(annealing) 60 38«
4(elongace) 72 1 min
5(cyklovani) Zpét na krok €. 2 35 x
6(finalni elongace) 72 7 min
7(chlazeni) 10 00

Real-time PCR reakce probiha v cilovém objemu 25 pl.
Amplifikace probiha v real-time PCR systému CFX-96 (Bio-Rad) pfi nize
uvedeném teplotnim profilu.

Priprava mastermixu:

1.
2

3.

Reakcéni smés se pripravuje vzdy nova.

Roztoky a reagencie po rozmrazeni dobfe promichat a kratce stocit pri 10 000
rom/10s.

Reagenci po kratké centrifugaci vytemperovat v chladicim boxu pfiblizné na
0,5 az 4°C.

. Do PCR stripu napipetovat reagencie a roztoky v pofadi a objemu nize

uvedeném.

. Po napipetovani vzorkli nebo kontrol je nutné okamzité uzaviit PCR strip

stripovymi vicky.

. V kazdém kole analyz je nutna pfitomnost pozitivni i negativni kontroly (jiz od

extrakce) pro ovéfeni chodu PCR a vylou€eni kiizové kontaminace.

Priprava primer-sonda mixu (finalni objem 200 pl)

Reagencie Koncentrace Objem (ul)
ssprimer ACT1005F 100 uM 5
ssprimer ACT1135R 100 uM &
ACT1081 proba HEX 100 pM 25
PCR H20 187,5 pl
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SloZeni reakéni smési pro real-time PCR

Reagenci Objem (ul)
PCR H20 8
2X QuanTitect Probe PCR Master Mix 12,5
Primer-sonda mix 2
Extrahovana DNA 2,5

Teplotni profil realtime PCR

Krok Teplota (°C) Casl/cyklovani
1(denaturace a aktivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 15 s
3(annealing+ elongace) 60 60 s
5(cyklovani) Zpét na krok €. 2 41 x
ELFO

PCR produkty se detekuji na 1,5%-2% agarozovém gelu v 1x TBE pufru.
Podminky separace: 120 V 1hod. Jako velikostni marker se pouziva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu a
prochazejicim UV svétlem o vinové délce 312 nm. Vyhodnoceni gelu se provadi
pomoci vyhodnocovaciho zafizeni, jehoz soucasti je kamerovy systém, UV
transiluminator a vyhodnocovaci software. Pomoci tohoto programového vybaveni
je mozné pomoci velikostniho markeru a pozitivni kontroly potvrdit (stanovit)
velikost ocekavaného specifického PCR produktu. Po provedeni elektroforézy je
vysledek zdokumentovan a ulozen do databaze pro dodatec¢né vyhodnoceni nebo
ovéreni.
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Vyhodnoceni testu

PCR

Amplifikacni produkt prvniho kroku PCR ma délku 0,8 kb. Vysledny produkt
druhého kroku PCR (nPCR) je o délce 1,3 kb. V pfipadé pozitivity negativni
kontroly (PCR H20) a negativity pozitivhich kontrol je nutné analyzu opakovat.

Obr.¢.1: Vyhodnoceni ELFO; start c¢.1(velikostni marker 100bp), start ¢.2-6(specificky
reamplifikacni produkt PCR), start ¢.7 (negativni vzorek s nespecifickym produktem)

Real-time PCR

V pfipadé negativniho vysledku PCR metody a pfi hodnoté Ct (HEX) > 40 je nutné
extrahovanou DNA nafedit PCR vodou v poméru 1:2 nebo 1:5 a oba testy
opakovat.

Amplification

o 10 20 30 40
Cycles

Obr. €. 2: Amplifikaéni kiivka kontrolniho genu pro B-aktin.
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Sekvenacni analyza DNA

Ovéreni specifity PCR produktu je mozné provést pomoci konfirmacni PCR
metody nebo pomoci sekvenacni analyzy.

Sekvenovani DNA v sou€asné dobé patfi k standardnim metodam molekularné-
genetickych analyz biologického materialu. Pomoci sekvenace DNA je mozné urcit
poradi jednotlivych nukleotidl v fetézci DNA a analyzou determinované sekvence
ziskat relevantni informace, které mohou napfiklad slouzit pfi vySe zminéném
ovéreni specifity ziskaného PCR produktu nebo pfi genotypovani a druhovém
zarazeni biologickych agens, rostlin nebo Zivocichd.

Vysledny precistény PCR produkt slouzi jako templatova DNA pro sekvenacni
reakci, pri které je nukleova kyselina denaturovana a ziskana jednoretézcova DNA
slouzi jako templat pro syntézu druhého komplementarniho retézce. Syntéza je
zprostiedkovana enzymem polymerazou a reakce je upravena tak, Ze v urcitych
mistech dochazi v zavislosti na sekvenci templatového vlakna k ukoncéeni
(terminaci) syntézy. Pokud jsou pro detekci sekvenacnich produktl pouzity
fluoroforem znacené terminatory ddNTP, detekuje se 3'-konec molekuly a tim se i
definuje poradi nukleotidovych bazi v retézci DNA.

Po skonceni rozdéleni DNA na jednotlivé Useky dochazi k prichodu téchto
terminovanych Usekl prostiednictvim automatické kapilarni elektroforézy
laserovym detektorem. Energie vyzarena z fluorescenénich barviv je zachycovana
specialni CCD kamerou. Jednotlivym Usekim je poté za pomoci algoritmu
pfifazovana ciselna hodnota (RFU).

Tento komplikovany a presné kalibrovany proces mizeme shrnout do dvou krok.
Vysledkem prvniho kroku sekvenacni analyzy je tzv. elektroforetogram. Jedna se
o grafické znazornéni vyslednych dat. Jednotlivé baze jsou v eletroforetogramu
znaceny odliSnymi fluorescenénimi barvami - cytosin je znacen modie, thymin
cervené, adenin zelené a guanin zluté. Nasleduje druhy krok sekvenacni analyzy,
kdy jsou data ziskana ze sekvenatoru zpracovana specialnim typem softwaru.

Purifikace nPCR produktu

Purifikace PCR produktu pfed provedenim sekvenacni analyzi je realizovana
prostfednictvim kolonkového kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up(Macherey-
Nagel). Reamplifikacni produkt o velikosti 0,8 kb je vyfiznut z elektroforetického
gelu pomoci skalpelu a nasledné prfenesen do disté 1,5 ml zkumavky. Do
zkumavky s PCR produktem je napipetovan vazaci pufr NT1 o objemu 20 ul a
objem doplnén do 150 pl pomoci PCR H20. Nasleduji purifikaéni kroky pomoci
promyvaciho pufru a centrifugace (11 000 rcf/30 s). Precisténa DNA na kolonce je
inkubovana s 20 pl eluéniho pufru EN po dobu 1 min pfi pokojové teploté a
nasledné je centrifugovana (11 000 rcf/1 min) do 1,5 ml zkumavky. Precisténa
nukleova kyselina se skladuje pfi -20°C nebo pfi dlouhodobéjsi archivaci v
teplotnim rozsahu -70 az -80°C.
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Provedeni sekvenace DNA

Sekvenace precisténého PCR produktu je provedena prostiednictvim externi
laboratore(GATC-Biotech, Segme). Slozeni zaslaného roztoku s templatovou DNA
je nasledujici: 5ul PCR produktu (20-80ng/ul) a Sul primeru (5uM) pro oba sméry
oddélené. Akceptovatelny format pro zaslani je 1,5 ml zkumavka nebo 96-ti
jamkova desticka. Sekvenace precisténého templatu je provedena technikou
zvanou Sangerova (dideoxy) metoda na genetickych kapilarnich analyzatorech
Applied Biosystems 3500/3500xL prostfednictvim BigDye® Terminator v3.1Cycle
Sequencing Kit (Aplied Biosystems) za standardnich podminek. Ziskana data jsou
dostupna on-line ve formatech .ab1(chromatogram) a FASTA, ktera jsou dale
zpracovana v programu BioEdit a upravené sekvence porovhany s on-line
dostupnou databazi nukleotidovych sekvenci NCBI prostfednictvim algoritmu
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Porovnani sekvence testovaného vzorku s referencni sekvenci (EU010126) z NCBI:

30 40 50
Vzorek GAAAGGCAGC TAGC] TA TGCTACTACC TGGACAAGTA AAGATATACT
SRLV (NCBI) GAAAGGCAGC TAGC TA TGCTACTACC TGGACAAGTA AAGATATACT

AR TNk R R A
100

€0 70
Vzorek AG TATTG GCCATGATGC (| GGAATAG TTAAT
SRLV (NCBI) AG TATTG GCCATGATGC CHlGGGAATAG TTAAT

110 120 130 140 150
Vzorek ARG TT AAATG AA GCAGAAAGGT GGAGAAGAAA CAATCCACCA
SRLV (NCBI) AAG TT AAATG AR GCAGAAAGGT GGAGAAGAAA CAATCCACCA

s s = I goas, s Ul seims Il s swinias s ) cocwsmid) ams sl g o o) seesmsdl

160 170 180 190 200
Vzorek CCTCCEGCAG GAGGAGH T AACEGTGGAT CAAATTATGG GAGTAGGACA
SRLV (NCBI) CCTCCEGCAG GAGGAG T AACEGTGGAT CAAATTATGG GAGTAGGACA

|
°lO 220 230 240 250

Vzorek AACAAATC GCAGCTGC] AAGCTAACAT GGAMCAAGCA AGAC T
SRLV (NCBI) AACAAATC GCAGCTGC ARGCTAACAT GGAECAAGCA AGAC T
i |z o w | oosw vm |n omeg || s mealoee im | el s ma] & s sl ssses]
260 270 280 290 300

Vzorek GCTTGCAATG GGTAATATCA GCATTAAGAG CTGTEAGGCA TATGGCTCAT

SRLV (NCBI) GCTTGCAATG GGTAATATCA GCATTAAGAG CTGTE@AGGCA TATGGCTCAT
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310 320 330 340 350

Vzorek AGACCAGGGA ATCCEATGET AGTAAAACAA TG AGCCATATGA
SRLV (NCBI) AGACCAGGGA ATCCEMATGHEMT AGTGAAACAA TG AGCCATATGA

o P O |
360 370 380 SJO 400

Vzorek AGARITTTGCA GC CTGC T GCAAT AGATGCAGAA CCAGT)
SRLV (NCBI) AGAMTTTGCA GC CTGC T GCAAT AGATGCAGAA CCAGT

410 420 430 440 450

Vzorek ARACCTAT] AATATTTA TTAACTC TGTCETATAC AAATGCHETCC
SRLV (NCBI) AACCTAT AATATTTA TTAACTC TGTCEMTATAC AAATGCETCC
s remenn]s sotvee (o sasl swan fowan || swealuees | swes) seend
460 470 480 490 500

Vzorek TCRGACTGCC AAAAACAAAT GGACAGAGTA TTAGGACAAA GAGTACAACA
SRLV (NCBI) TCHGACTGCC AAAAACAAAT GGACAGAGTA TTAGGACAAA GAGTACAACA

sl sean % s Seelmeas | sEsmllasae | wawinl sesml

510 520 530 540 550
Vzorek AGCTAGTGTA GAAG. TGCAAGCATG CAGHGATGTG GGATCAGAAG
SRLV (NCBI) AGCTAGTGTA GAAG. TGCAAGCATG CAGHEGATGTG GGATCAGAAG

560 570 580 500 600
Vzorek GATTTAAAAT GC TA GCACAGGCHET TAAGGCC GAAACAA
SRLV (NCBI) GATTTAAARAT GC TA GCACAGGCHET TAAGGCC GAAACAA

- -l

610 6°O 630 640 650
Vzorek C CCRCACAAAG BTGCT C TGTGG GAC
SRLV (NCBI) C CCRCACAAAG RTGCT C TGTGG GAC

660 680 690 700

Vzorek GGCAA GACAAG GGAT TATG TGT G GAGAG
SRLV (NCBI) GGCAA GACAAG GGATEATATG TGT G GAGAG

Chemikalie a spotrfebni material
Zpracovani buffy coatu
Piiprava roztoku pro lyzi erytrocytt (RLE):

NH4Cl . 16,6 g/I(Sigma)
NaHCO3 .. 2,0 g/l(Sigma)
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EDTA ...
Upavit na finalni pH 7,3
Skladovani prfi2 az 8 °C

Extrakce DNA

Priprava L6 pufru:

Guanidin thiocyanate (GUSCN) ......
0,1MTris-HCI, pH64 ...
0,2MEDTA,pH80 ...
Triton X-100 ...
Skladovani pfi2 az 8 °C

0,185 g/I(Serva)

120 g (Serva)

100 ml (Serva)

22 ml (Serva)

cca 2,5 ml (Sigma)

|zolacni kit MagNa Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (ROCHE):

Slozeni extrakéniho kitu

Oznaceni

Specifikace

Wash Buffer |, lahvi¢ka ¢.1 (Cerna)

promyvaci pufr (100 ml)
odstranéni inhibitor
skladovani pri pokojové teploté

Wash Buffer Il, lahvicka ¢.2 (modra )

promyvaci pufr (100 ml)
odstranéni soli, proteind, ...
skladovani pfi pokojove teploté

Wash Buffer lll, lahvicka ¢.3
(Cervena)

promyvaci pufr ( 100 ml)
odstranéni soli
skladovani pri pokojove teploté

Lysis/Binding Buffer, lahvicka ¢.4
(zelena)

lyzacnilvazaci pufr (100 ml)
lyze bunék a vazba NK
skladovani pfi pokojoveé teploté

Proteinase K, lahvicka ¢.5 (rizova)

proteinaza K (lyofilizovana)
degradace proteind

skladovani pfi pokojové teploté
Priprava :

rozpustit obsah 1 lahvicky ve 3 ml
elucniho pufru

skladovani pfi 2 az 8 °C (4 tydny)
skladovani pri-15az -25 °C (12
mésicl)

Magnetic Glass Particles Suspension

(MGPs), lahvika &.6 (hné&da)

magnetické sklenéné partikule
navazani (adheze) NK

pied pipetaci peclivé protiepat
skladovani pfi pokojoveé teploté

Elution Buffer, lahvi¢ka €.7 (Zluta)

elucni pufr(100 ml)

10mM Tris-HCI, pH 8,0

eluce procisténé NK
skladovani pfi pokojové teploté
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PCR

PCR H20 (Top-Bio)

10 x PCR reakeni pufr s MgClz (ROCHE)

mix dNTP, 10 mM (ROCHE)

ssprimer GAG F1, 100 uM (Generi Biotech)

ssprimer POL R1, 100 uM (Generi Biotech)

ssprimer GAG F2, 100 uM (Generi Biotech)

ssprimer POL R2, 100 uM (Generi Biotech)

Fast Start Taq Polymerace 5 U/ul (ROCHE)

Pozitivni kontrolni DNA ziskana z krve infikovaného zvirete
|zolovana DNA je uchovavana pfi-70 az - 80°C.

Poznamka: reagencie s roztoky se uchovavaji pfi-15 az -20°C.

Real-time PCR

PCR H20 (Top-Bio)

2x QuantiTect Probe PCR Master Mixmix dNTP, 10 mM (Qiagen)
ssprimer ACT1005F, 100 uM (Generi Biotech)

ssprimer ACT1135R, 100 uM (Generi Biotech)

sonda ACT1081HEX, 100 uM (Generi Biotech)

Poznamka: reagencie s roztoky se uchovavaji pfi-15 az -20°C.

ELFO

EDTA 0,5 M, pH 8,0 (vlastni pfiprava, viz. nize)

TBE (10 x) (vlastni pfiprava, viz. nize)

agardza (Serva)

PCR ethidium bromid (Top-Bio) | pozor potencialni karcinogen !
PCR vkladaci pufr (Top-Bio)

DNA Marker 100-1500 pb (BioLabs)

EDTAOS5 M
1,0 M EDTA ... 186,1 g(Sigma)
ultrafiltrovana voda  ...... 800 ml

S roztokem se intenzivné micha, béhem michani se upravi pH na 8,0 pomoci
NaOH (cca 20 g). Po uplném rozpusténi roztok EDTA doplnime do objemu1000
ml a sterilizujeme autoklavovanim.

TBE (10x)

Trisbase ... 108 g(Serva)

kyselina borita ... 55 g (Serva)

0,5M EDTA (pH 8,0) ...... 40 ml(Serva)
ultrafitrovana voda  ...... doplnit objem do 1000 ml

Poznamka: skladovani vySe uvedenych roztoku je pfi pokojové teploté
DNA Marker 100-1500 bp (BioLabs) skladovat pfi -15 az -20°C
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Purifikace nPCR produktu

Purifikacni kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up(Macherey-Nagel)

Slozeni purifikacniho kitu

Oznaceni Specifikace

Binding Buffer NTI vazaci pufr (2x25 ml)
skladovani pri pokojove teploté

Wash Buffer NT3 Promyvaci pufr (20 ml)
Priprava:

smichat s 200 ml 96—100% Et-OH
skladovani pfi pokojové teploté

Elution Buffer NE elucni pufr (15 ml)
skladovani pri pokojové teploté
Zkumavky s filtrem (Zluté kolonky) skladovani pri pokojove teploté

Reagencie neobsazené v kitu: Ethanol 96—100%
Spotrebni material

1,5 ml zkumavky (Eppendorf)

jednorazovy plast a Spicky pro MagNa Pure LC Instrument (ROCHE)
pipetovaci Spicky s filtrem (Eppendorf)

skalpel

latexové rukavice(MSM)

plasté (VOS Krok)

Pristroje a pomucky

rychlovahy Scaltec SBC 41 (Sartorius)
trepacky MS-1 (IKA)

trepacka MS-2 (IKA)

chlazena centrifuga 1-14K(Sigma)

centrifuga 5453 (Eppendorf)

centrifuga 5418 (Eppendorf)

chladici box CH-100 (Biosan)

vyhrevna tfepacka Komfort ( Eppendorf)
biohazard boxy BIO 2 (Nuaire)

automat pro extrakci NK MagNa Pure LC Instrument (ROCHE)
termocykler TRIO (Biometra)

real-time PCR systéem CFX96 (Bio Rad)
vyhodnocovaci zafizeni: primyslova kamera
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o UV transiluminator

o vyhodnocovaci software Gel-Pro Analyzer
zafizeni na pripravu ultrafiltrované vody (Aqual)
lednice a mrazaky pro uloZzeni reagencii a pro archivaci vzorki
automatickeé pipety (Eppendorf ) v rozsahu 0,1 — 1000 ul

laboratorni sklo pro pfipravu a skladovani roztokl (kadinky, odmérné
valce,..)
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I.5. Diagnostika SRLV na zakladé LAMP analyzy

Metoda Loop mediated Isothermal Amplification (LAMP) je moderni metodou,
ktera umoznuje vysoce specifickou, uCinnou a rychlou amplifikaci nukleovych
kyselin za izotermickych podminek. V porovnani s metodou PCR je real-time
LAMP specifictéjsi, citlivéjsi a rychlejsi. LAMP mlze byt také vhodnou detekéni
metodou v rozvojovych zemich, jelikoz nevyzaduje nakladné vybaveni. Je
ekonomicky efektivni, a to i diky tomu, Ze pro vizualizaci neni potfeba
elektroforetického zobrazeni. Dal$i vyhodou metody LAMP je jeji rychlost a tedy
moznost rychlé a pfitom dostate¢né presné analyzy v polnich podminkach.

Mezi zakladni komponenty kazdé reakce patii 4 oligonukleotidoveé primery, jejichz
ucelem je rozpoznat 6 odlisnych oblasti na cilovém genomu a DNA dependentni
DNA polymeraza (napif. Bst DNA polymeraza 2z organismu Bacillus
stearothermophilus nebo Gsp DNA polymeraza z organizmu Geobacillus sp.). Pro
metodu LAMP je rozhodujici spravny navrh primerl. Pro spolehlivy pribéh
analyzy jsou zapotfebi 4 oligonukleotidové primery. Dva jsou vnéjsi (F3 - forvard a
B3 - backward) a dva jsou vnitini primery (FIP - forward inner primer a BIP -
backward inner primer). Dale se pouzivaji smyckové primery (LF — loop forward a
LB — loop backward) pro rychlepsi priibéh reakce. Pro spolehlivy priibéh analyzy
je nutné zaijistit predepsané podminky primerl. To jsou: dodrzeni vzdalenosti mezi
primerovymi dvojicemi, optimalni teplota tani, stabilita konce primer(i, optimalni
obsah G a C bazi a absence sekundarnich struktur (viasenek).

Vzorkovani

Pro diagnostické ucely se odebira periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu. Odebrana krev, ktera je osetiena
antikoagulantem KsEDTA, je testovana po separaci plasmy a krevnich elementi
na prlikaz protilatek i provirové DNA.

Extrakce DNA

Extrakce DNA z hostitelskych bunék se provadi pomoci automatu MagNA Pure LC
a komeréniho kitu MagNA Pure LC Total NA Isolation kit ur¢eného pro tento
pfistroj a pro tento typ extrakce. Pred vlastni automatickou izolaci byl proveden
preizolacni krok pomoci lyzacniho roztoku a proteinazy K. Slozeni prelyzacniho
roztoku: GuSCN, Tris-HCI (pH 6,4), EDTA (pH 8,0), Triton X-100. Z pfedchoziho
kroku ziskany pelet buffy coatu byl lyzovan pomoci 300 ul a 3 ul proteinazy K (50
mg/ul) v termomixeru pfi nastavené teploté 56 °C po dobu 90 minut. Po této
inkubaci probéhla teplotni inaktivace enzymu pfi 96 °C po dobu 10-20 minut.
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Navrh primerd pro LAMP analyzu

Pro ,in silico” navrh primert byly pouzity ¢astecné sekvence DNA gag genu, ktera
se jevi jako vhodna oblast SRLV. VSechny sekvence byly testovany v programu
Mfold (Zuker, 2003), kde byla zjisténa pravdépodobnost tvofeni sekundarnich
struktur. Navrh primeri z vybranych sekvenci probihal v programu PrimerExplorer
verze 5 za predem definovanych podminek. Nejdulezitéjsi je dodrzet idealni
pomér G a C bazi mezi 50 - 60%, vzdalenost mezi primery, stabilitu na konci
primerl a optimalni teplotu tani primerovych oblasti mezi 59 — 65°C. Primery také
nesmi tvofit zadné sekundarni struktury (Natomi a kol., 2000).

Po navrzeni byly primery nejdfive po jednom porovnavany s databazi GenBank
(NCBJI) pro zjisténi teoretické specificity pro CAEV. K laboratornim analyzam byly
vybrany pouze primery, které mély nejvétsi predpoklad pro specifickou detekci viru

Sekvence primerl pouzivanych pro LAMP analyzu a detekci gag genu.

Primer Sekvence ‘5—3’
F3 CAAGTAAGGATATTTTAGAAGTGC
B3 GATCCATATTTGCTTGTGCT
FIP TCCATCTTTCTGCTTCTTCATTCAATAGCCATGATGCCAGGAA
BIP GAGGAATAATCCACCCCCAGCTGCCTGATTTGTTTGTCCG
LF CCTTGTATTAACTCTTTTTGTGCCC
LB GGCGGCTTGACAGTGGATCA

Provedeni LAMP analyzy

Optimalizace vSech primerl probihala v gradientovém fedéni koncentraci MgSO4
a betainu. Reakéni smési pro metodu LAMP byly pfipraveny v celkovém objemu
20 pl v nasledujicim slozeni: 1,6 yM primeru FIP; 1,6 pM primeru BIP; 0,2 uM
primeru F3; 0,2 uM primeru B3; 1,4 mM dNTPs; 0 - 5mM MgSO4, 0 — 5mM
betainu, 3,2 pl templatové DNA, 8 U GspM2.0 DNA polymerazy, 2 upl 10X
reakéniho pufru a zbytek objemu byl doplnén sterilni destilovanou H20.
Amplifikace probihala v termocycleru pfi 60 - 65°C po dobu 30 — 60 minut s
naslednou zavérecnou denaturaci pri 90°C. Po amplifikaci bylo do vzorkl pfidano
interkalacni Cinidlo ethidium bromid. Probéhla elektroforeticka separace fragmentt
na 1% agarozovém gelu s 0,5X TBE po dobu 80 minut pfi 4 V/cm. Agarozovy gel
byl vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a dokumentacniho zafizeni
InGenius3.
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Optimalizovany postup byl preveden pro real-time LAMP. Pro reakéni smés byla
zachovana koncentrace vSéech primerl a misto ostatnich komponent byl pouzit
izotermalni master Mix (Optigene, UK). Namisto ethidium bromidu bylo pouzito
interkalacni Cinidlo SYBR Green. Analyzy probihaly na zafizeni QuantStudio™ 6
Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Reakce probihala pfi teploté
64°C po dobu 30 min.
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lll. Srovnani novosti postupu

V soudasné dobé neni v CR kdispozici dostupna metodika zabyvajici se touto
problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen dil¢i a rozptylené ve
védeckych publikacich a monografiich, které se zabyvaji problematikou detekce
plvodcll virovych onemocnéni ovci a koz, tj. maedi-visna virus ovci (MVV) a virus
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV).

Predkladana metodika zahrnuje popis véech metodickych a analytickych postupd
od odbéru vzorku, pfes jeho uchovani, zpracovani a postupy imunochemické a
molekularni detekce MVV a CAEV.

Soucasti metodiky je i vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych detekénich metod.

Novost postupu spoc€iva v kombinaci sérologické a molekularné biologické
identifikace infikovanych zvirat, dale v modifikaci extrakce provirové DNA a pouZiti
primerl, které dosud nebyly pouzity pro diagnostiku SRLV v CR. Pouzité primery
byly ovéfeny s pozitivnim vysledkem pfi detekci kmenl aktualné cirkulujicich v
chovech ovci a koz v Ceské republice.

IV. Popis uplatnéni metodiky

.Metodika odbérli a zpracovani vzorkl, serologického a molekularniho stanoveni
plvodce lentivirového onemocnéni ovci a koz" v prvni ¢asti zahrnuje teoreticky
uvod do problematiky. V praktické ¢asti pak jsou uvedeny postupy potiebné pro
spravny odbér vzorkd, izolaci protilatek a provirové DNA a protokoly pro PCR
detekci jednotlivych genl, resp. cilovych genotypd.

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych navodd imunochemické/
serologické a molekularni analyzy, na jejichz zakladé |ze provadét rutinni analyzy
vrozkl krve s cilem optimalni detekce pfitomnosti plivodctl virového onemocnéni.
Vystupem analyzy je pak detekce pozitivhich a negativnich zvifat na zakladé
imunochemické/serologické a molekularni analyzy.

Uzivatelé metodiky jsou pracovisté vyzkumna a veterinarni, ktera mohou
svyhodou vyuzit prednosti optimalizovanych postupli detekce pozitivhich a

negativnich zvifat. Metodika bude uplatnéna prostfednictvim SCHOK. S timto
subjektem byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.
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V. Ekonomickeé aspekty

Predpokladané ekonomické piinosy metodiky jsou kalkulovany az do vyse 15 000
tis. K& Dalsimi pfinosy predkladané metodiky jsou rozsifeni spektra technik a
metodickych postupl pouzivanych v diagnostickych laboratofich, rozsifeni
portfolia technik a sluzeb provadénych v laboratofi, metodicka a vzdélavaci
funkce.

Pfinosem pro chovatele je moZnost vyvozu plemennych zvifat (jehnic a berantl) v
odhadovaném poctu cca 1000 ks za rok, tzn. min. 5 000 za kalkulované obdobi.
Priimérna cena plemenného zvifete je cca 3 tis. K&.

Do nakladl na zavedeni postupl uvedenych v metodice Ize zapoditat pofizeni
nejnutnéjSiho investicniho a neinvesti¢niho vybaveni pro provoz laboratore a
provedeni Ukonl a postupl uvadénych v metodice v celkové minimalni vysi 6,5 mil
KE. V piipadé automatizace izolace DNA a zpracovani velkého objemu vzorkl je
pak nutné pocitat s dalSimi naklady na pofizeni linky pro izolaci DNA pomoci
paramagnetickych partikuli v objemu cca 25 mil KE a automatické Ccipove
elektroforézy nebo fragmentacniho analyzatoru ve vysi 1,4 mil KE. Dal$i naklady
pak predstavuji naklady na chemikalie a na zakladé dlouhodobych kalkulaci €ini
jednotkova cena za analyzu jednoho vzorku 420 K¢ (ceny za chemikalie). V
uvedeném prikladu kalkulace nakladli nejsou uvedeny dopliikové naklady, odpisy,
naklady na vzdélavani a vyskoleni personalu laboratofe, naklady na vyvoj metod,
které jsou odvislé od konkrétni situace a vybavenosti (materialni i personalni)
pracoviste.

Jako ekonomicky vyhodnéj$i se jevi analyza vzorkl ve specializovanych
laboratofich, kde Ize sdilet naklady na pofizeni investic, vychovu a vzdélavani
pracovnikd, sluzby.
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I. Cil metodiky

Onemocnéni maedi-visna ovci (MV) a virova arteritida a encefalitida koz (CAE)
patii do skupiny virll z éeledi Retroviridae, rod Lentivirus, oznaované souhrnné
jako lent virové infekce malych prezvykavcl (SRLV). V soucasné dobé jsou MV a
CAE rozsifeny po celém svété véetné Ceské republiky. Vzhledem k soudasné
nakazové situaci jsou onemocnéni MV a CAE vyznamnym problémem. ZpUsobuji
ekonomické ztraty a vytvari bariéru pfi obchodovani s plemennym materialem
(nejen v EU), &i pfi poradani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zafazené v kontrole uzitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté, vyjimku ma
pouze Sumavka. Na zakladé pozadavk{ chovatelll vznikl vyzkumny projekt, jehoz
cilem je zpracovani programu zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych
prezvykavcl s vyuzitim metod Casné detekce infekce MV a CAE a genetické
selekce na zakladé markerl genetické rezistence k infekci.

Historicky bylo onemocnéni s klinickymi projevy progresivni pneumonie poprvé
popsano v jizni Africe v roce 1915. Soudashy nazev maedi-visna pochazi z
islandstiny podle typickych klinickych projevii dyspnoe (maedi) a nervovych
priznakl (visna). Nejzavaznéjsi epizootie MV v historii byla zaznamenana na
Islandu, kam byla infekce zavleCena importem karakulskych ovci z Némecka v
roce 1933, které byly dovezeny za Uucelem zvySeni uzitkovosti plvodniho
primitivniho plemene kratkoocasé islandské ovce. Na rozdil od jinych lentivirovych
infekci (HIV, FIV) nejsou u MV a CAE popsany pfiznaky imunodeficience.
Infikovana zvifata zUstavaji imunokompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek, ale humoralni odpovéd na infekci MVV je vyznamné
pomalej§i nez u jinych virovych infekci s akutnim pribéhem.

V souéasné dobé je MV rozsifena po celém svété véetné Ceské republiky. Stupef
rozSifeni a souvisejici ekonomické ztraty jsou obtizné vycislitelné, vzhledem k
nedostatku seridéznich epidemiologickych studii a obtiznosti hodnoceni moznych
ekonomickych dopadl. Hlavnim dokumentovatelnym ekonomickym dopadem je
omezeni mezinarodniho i domaciho obchodu s chovnymi zviraty, kde je zakladnim
zdravotnim kritériem nakazovy status chovu, tj. chov prosty nakazy. Sledovani
vyskytu MV a CAE v CR v ramci monitoringu nakaz zadina na poéatku 90. let s
vyuzitim komeréné dostupnych diagnostickych testl. VysSetfovani v ramci
Metodiky kontroly zdravi SVS CR na naklady statu je v souéasné dobé provadéno
pouze v chovech zafazenych v kontrole uzitkovosti (KU). Hospodarstvi musi byt
prosté virové infekce na zakladé vyhodnoceni laboratorniho vysetieni z
predeslého roku ze strany KVS anebo se jedna o nové hospodarstvi zafazené do
kontroly uzitkovosti, respektive jizZ ozdravené hospodarstvi. Pozitivhi hospodarstvi
z predeslych let mize byt do monitoringu zafazeno az po ozdraveni a na zakladé
rozhodnuti pfislusné KVS SVS. V hospodarstvich (stadech), v nichz se provadi
kontrola uzitkovosti, se vysetfeni provadi 1x ro¢né.

Opatfeni pro eradikaci nakazy v pozitivhich chovech ve formé& ozdravovaciho

programu nebo povinnost periodické kontroly nebyla doposud zavazné stanovena,
nicméné jedinym moznym postupem se jevi radikalni metoda postupné eliminace
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séropozitivnich zvifat. Timto zplUsobem bylo postupné dosazeno ozdraveni
prakticky véech chovl zafazenych do kontroly uZitkovosti. Vyjimku z téchto
podminek ma plemeno Sumavské ovce, ktera je zafazena do svétového
genofondu ohroZenych druhli hospodaiskych zvifat, a eradikace by znamenala
zanik tohoto vzacného plemene s lUzkou plemennou zakladnou. Jednim z cill
projektu je vyvinuti postupl sérologické identifikace infikovanych zvifat, na kterou
navazuji postupy detekce virli metodami molekularni biologie, genotypizace zvirat
a identifikace markerll genetické rezistence. U ovci jiz bylo identifikovano nékolik
kandidatnich genll pro odolnost proti onemocnéni MV. Nejsilnéjsi vztah k odolnosti
vykazuji polymorfismy v genu TMEM154, konkrétné pak polymorfismus E35K. U
koz neni tato problematika blize probadana, nicméné pokrok o molekularnich
metodach dava nadéji k identifikaci a nasledné analyze kandidatnich gend pro
odolnost i u koz.

Cilem feSeni projektu NAZV QJ 1610096, v ramci néhoz byla metodika
vypracovana je vypracovat nové diagnostické metody pro vcéasné odhaleni
infekénich agens, v tomto pfipadé onemocnéni maedi-visny (MV) ovci a
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAE), provést prukaz viru MVV a CAEV
pomoci imunologickych metod a metod zaloZenych na molekularni detekci
virt a na zakladé genetického screeningu navrhnout program markery asistované
selekce na rezistenci proti lentivirovym infekcim malych prezvykavci (SRLV).
Timto prosazovat v plemenitbé genotypy odolné&jsi k onemocnéni.

Cilem metodiky je podani uceleného souboru analytickych
postupu pro detekci specifického genotypu zvifete a mozZnost
genetické selekce odolnéjSich jedincu na zakladé genetické
rezistence k infekKci.

[3%]
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Il. Vlastni popis metodiky

I.1. Uvod

Lentiviry malych pfezvykavcl (SRLV), konkrétné maedi-visha virus ovci (MVV) a
virus infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV) zpUsobuji celosvétové rozsifena
onemocnéni vyskytujici se i v CR. Lentiviry malych piezvykavci zpiisobuji maedi-
visnu ovci (MV) a artritidu a encefalitidu koz (CAE) a tyto choroby jsou nelécitelné
a neexistuji proti nim ucinné vakciny. Vzhledem k sou¢asné nakazové situaci jsou
onemocnéni MV a CAE vyznamnym problémem. Zplsobuji vyznamné
ekonomické ztraty a vytvari bariéru pfi obchodovani s plemennym materialem
(nejen v EU), &i pfi pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zafazené v kontrole uzitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté.

Soucasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvifat a
nafizené vakcinace, sleduje Cetnost nalezli pozitivnich zvifat v jednotlivych
chovech v KU, nejsou vSak stanovena opatfeni pro eradikaci nakazy. Plemeno,
kde se dle zprav od chovatelli predpoklada vyssi incidence onemocnéni, tedy
ovce Sumavska, je z monitoringu vyjmuto. Jeji chovatelé primarné projevuji zajem
o vyvoj markerll geneticky podminéné rezistence. Stejné jako u eradikace
klusavky (scrapie) na zakladé selekce rezistentnich genotypll se i zde se nabizi
moznost zavedeni eradikacniho programu spojujiciho ¢asnou a presnou
diagnostiku spoleéné s asistovanou selekci podminénou markery genetické
rezistence.

Diky pfedchozim vyzkumim zaloZzenym piedevéim na genomové analyze s
pouzitim 50k SNP ¢ipl pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich gend pro
odolnost proti onemocnéni MV. Nejsilngjsi vztah k odolnosti vykazuji polymorfismy
v genu TMEM15. U koz neni tato problematika blize probadana, nicméné nové
vyvinuty 52k SNP mikroCip, dava nadéji k identifikaci a nasledné analyze
kandidatnich genl pro odolnost u koz.

Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potfeba podporovat
rozvoj chovu téchto zvirat, véetné ohrozenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvirat, Slechténi i podpory obchodu s plemennym materialem.
Ozdravovaci program od lentivirovych infekci malych pfezvykavcl zaloZzeny na
kombinaci presné a rychlé diagnostiky onemocnéni a markery asistované selekce
(MAS) se jevi jako mozné vychodisko pro feseni soucasné nakazoveé situace.
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I1.2. Odbér vzorku biologického materialu

Pro diagnostické ucely je odebirana periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu).

e Krev je odebirana do plastovych 5 ml zkumavek s antikoagulantem
KsEDTA.

e Je treba dodrzet maximalni hladinu krve oznacenou ryskou nha
Zkumavce.

e |hned po odbéru je krev ve zkumavce nutné dikladné promichat s
antikoaguantem, uchovavavat pii +4°C a zpracovat bezprostiedné po
doruceni do laboratore.

Ze vzorkl krve je provedena izolace DNA a vzorky DNA a zasobni vzorky krve
jsou archivovany pfi -20°C.

Chemikalie a spotiebni material:
e 10 ml plastové odbérové zkumavky z KsEDTA

Pristroje:
e centrifuga
e sada automatickych pipet
e vortex
e lednice
e hlubokomrazici box
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11.3. 1zolace DNA z krve

Izolace DNA pomoci Chelexu

DNA =z hostitelské krve byla izolovana pomoci Chelexu 100 (Bio-Rad
Laboratories). Tato metoda se ¢asto vyuziva ve forenzni genetice k izolaci DNA ze
zaschlych krevnich vzork(i, vzork{ tkani, vlastl a kosti. Cistota DNA neni pfili$
idealni, ale pro naslednou PCR reakci je dostacujici. Vyhodou je minimalizace
kontaminace vzorku, kdy cely proces izolace DNA probiha pouze v jedné
zkumavce. DalsSi vyhodou je rychlost extrakce a cenové naklady na relativné nizkeé
urovni.

Chelex je pryskyfice (kopolymer styren divinylbenzenu), obsahujici ve svém vzorci
parové ionty (iminodiacetatové), plsobici jako chelataéni Cinidlo. Tyto ionty se
vazou na dvojmocné kationty téZkych kovi (Ca, Mn a zejména Mg2+), které
béhem extrakce pii vysokych teplotach (95 - 100 °C) mohou poskozovat DNA.
Blokace Mg2+ iontl také inaktivuje nukleazy, které hofeénaté kationty vyZzaduji pro
svoji aktivitu.

Principem metody je destrukce a degradace bunéénych membran, proteint a
denaturace DNA v alkalickych podminkach za vysokych teplot. Nasledné se
suspenze centrifuguje a oddéli se pryskyrice a zbytky bunécnych komponent od
supernatantu, kde je extrahovana DNA. Ta se, rozpusténa v supernatantu, mize
pouzit pfimo pro amplifikaci. Dllezité je oddélit supernatant od Chelexu, ktery je
inhibitorem PCR.

Postup:

e Priprava vzorku odebrané krve
1. V1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavce k objemu 50 pl krve pfidame 500

Ml TE pufru

2. Vzorek zvortexujeme 10 — 15 s a nasledné odstfedujeme pfi 14 000 rpm
5 minut

3. Odebereme opatrné supernatant a pelet resuspendujeme opét v 500 ul
TE pufru

4. Pro dlkladné precisténi krevnich vzorkl tento postup opakujeme 3x

e PFipravime 5% ni roztok Chelexu (0,5 g Chelexu v 10 ml dH20).

e Pred pouzitim je nutno roztok Chelexu fadné promichat a promichany
roztok véetné , kulicek” Chelexu pridavat ke vzorku ustfihnutou Spi¢kou!

e V1,5 ml mikrocentrifugéni zkumavce k objemu 50 ul krve pfidame 100 ul
roztoku Chelexu a 1 pl Proteinazy K (20 mg/ml).

e Zvortexujeme 10 - 20 s a dame na 45 minut inkubovat do termobloku s
nastavenou teplotou na 56°C.

e Mezitim nahfejeme druhy termoblok na 98°C.

e Po inkubaci pfi 56°C vzorek 10 - 20 s zvortexujeme, kratce stoCime a dame
na 10 minut inkubovat pfi 98°C (100°C).
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e Po inaktivaci se vzorek 10 — 20 s zvortexuje a nasledné se odstfeduje pri
14 000 rpm 5 minut pii 4°C.

e Takto upraveny vzorek obsahuje v horni frakci (supernatantu) izolovanou
DNA, ktera se da pouzivat pro dalsi reakce.

e Vzorky Ize uchovavat kratkodobé pfi 4°C nebo dlouhodobé pfi -20° C. Pred
kazdym pouzitim je tfeba vzorek promichat a znovu stocit.

Izolace DNA pomoci automatu MagCore NucleicAcid Extractor

Extrakce DNA z krve se provadi pomoci pomoci komercéniho kitu na automatické
robotické stanici, kde za necelou hodinu je vyizolovano dostateéné mnozstvi DNA
pro dalsi testovani.

e 200 ul krve se napipetuje do analytické zkumavky.

e Zkumavka se vlozi do robotické stanice MagCore NucleicAcid Extractor.

e Do robotické stanice se vlozi extrakéni kit MagCore Genomic DNA Whole
Blood Kit 101 (MGB400-02).

e Nastavi se prislusny programu a pomoci kitu se vyizoluje DNA v objemu
100 pl.

|zolace Chelexem

Chemikalie a spotfebni material:
e 5% Chelex ve sterilni dH20

e sterilni dH20

e Proteinaza K (20 mg/ml)

e 1.5 ml mikrocentrifugéni zkumavky (Eppendorf)

e TE pufr (10mM Tris, 1mM EDTA, pH=8.0)
Pristroje:

e centrifuga
e sada automatickych pipet

e vortex

e 2 termobloky
e lednice

e mrazak
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|zolace kitem

Chemikalie a spotfebni material:
e 10 ml plastové analyticka zkumavka
e MagCore Genomic DNA Whole Blood Kit 101

Pristroje:
e sada automatickych pipet

e roboticka stanice MagCore NucleicAcid Extractor
e mrazak
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Il.4. Detekce polymorfismu na genu TMEM154

Genotypizace se provadi na souboru nahodné vybranych, na pfitomnost provirové
DNA pozitivné i negativné testovanych zvifat. Po otestovani zvifat standardnimi
metodami - sérologicky metodou ELISA a molekularné metodou PCR, se nahodné
vybrala zvifata s pfitomnou provirovou DNA v genomu a bez pfitomnosti provirové
DNA SRLV v genomu.

V populacich malych piezvykavcl se u transmembranového genu 154 TMEM 154
vyskytuji nejméné 3 polymorfismy. Prvni je polymorfismus K35, kdy je na pozici 35
genu baze adenin, a kdy tato sekvence nukleotidll koduje aminokyselinu lysin.
Zvirata s timto polymorfismem maji snizené riziko nakazy SRLV infekci. Druhym
polymorfismem - E35 - je pfitomnost baze guaninu na 35. pozici, vysledkem je
zafazeni aminokyseliny glutaminu do peptidového fetézce, a nositelé s timto
polymorfismem jsou nachylngjsi k infekci SRLV viry. Nejrizikovéjsi skupinou jsou
ale heterozygotni nositelé - E35K, ktefi maji na pozici 35 R (adenin a guanin), a
ktefi jsou k infekci lentiviry nejnachylnégjsi.

Pro identifikaci jednotlivych polymorfisml byla z pozitivné testovanych chovl na
pfitomnost SRLV vybrana nahodné jak infikovana, tak neinfikovana zvirata.
Identifikace probihala ve dvou krocich, prvnim byla PCR reakce a druhym krokem
bylo sekvenovani amplifikovaného produktu v komeréni laboratofi firmy SeQme.
Osekvenovana c¢ast genu TMEM154 byla nasledné zpracovana pfislusnymi
programy.

PCR analyza genu TMEM154

Sekvence primeru pouzivanych pro detekci genu TMEM154.

Primer Sekvence ‘5—3’
TMEM154R GGCTGAAGGCATTTTCTGTT

TMEM154F TTT GCT GAA GTG CCT CTG AA

PCR reakce probiha v objemu 25 pl. Reakéni smés se pfipravuje vzdy nova.
Roztoky a reagencie jsou uchovavny v mrazaku pfi -20° C. Roztoky je nutné
dokonale rozmrazit a promichat pred vlastni pfipravou PCR reakce. Do PCR
zkumavek se napipetuje mnoZstvi reagencii a roztokl, uvedenych nize. Po
napipetovani se zkumavka uzavfe, kratce stoci a vlozi do cykleru. V kazdé reakci
je potfeba pripravit i negativni kontrolu, kde je DNA nahrazena adekvatnim
objemem PCR vody.
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Amplifikace i reamplifikace probiha v konvenénim termocykleru TRIO (Biometra)
pfi nize uvedenych teplotnich profilech.

Priprava mastermixu:

1. Reakéni smés se pfipravuje vzdy nova.
2. Roztoky a reagencie po rozmrazeni dobfe promichat a kratce stocit pfi 10 000

rpm/10s.

3. Reagenci po kratké centrifugaci vytemperovat v chladicim boxu priblizné na 0,5

az 4°C.

4. Do PCR zkumavky napipetovat reagencie a roztoky v poradi a objemu nize

uvedeném.

5. Po napipetovani vzorkl nebo kontrol je nutné okamzité zavfit PCR zkumavku.

SloZeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Objem (ul) Vysledna konc.
PCR H20 9,5
PPP Mastermix 12,5 1x
Primer TMEM154F 1,0 5 pmol/ pl
Primer TMEM154R 1,0 5 pmol/ il
Extrahovana DNA 1,0
Teplotni profil PCR (amplifikace)

Krok Teplota (°C) Caslcyklovani
1(denaturace a aktivace) 94 2 min
2(denaturace) 94 30s
3(annealing) 58,5 30 s
4(elongace) 72 50 s
5(cyklovani) Zpét na krok €. 2 30 x
6(finalni elongace) 72 7 min
7(chlazeni) 4 &
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Elektroforéza PCR fragmentti

PCR produkty se detekuji na 1,5%-2% agarozovém gelu v 1x TBE pufru.
Podminky separace: 120 V 1 hod. Jako velikostni marker se pouziva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu a
prochazejicim UV svétlem o vinové délce 312 nm. Vyhodnoceni gelu se provadi
pomoci vyhodnocovaciho zafizeni, jehoz soucasti je kamerovy systém, UV
transiluminator a vyhodnocovaci software. Pomoci tohoto programového vybaveni
je mozné pomoci velikostniho markeru a pozitivni kontroly potvrdit (stanovit)
velikost o¢ekavaného specifického PCR produktu. Po provedeni elektroforézy je
vysledek zdokumentovan a ulozen do databaze pro dodate¢né vyhodnoceni nebo
ovéreni.

Sekvenacni analyza

Detekce jednotlivych genotypl (E35, K35, E35K) se provadéla pomoci sekvenacni
analyzy. Sekvenovani DNA v sou€asné dobé patii k standardnim metodam
molekularné-genetickych analyz biologického materialu. Pomoci sekvenace DNA
je mozné uréit pofadi jednotlivych nukleotidli v fetézci DNA a analyzou
determinované sekvence ziskat relevantni informace, které mohou napriklad
slouzit pfi vy$e zminéném ovéreni specifity ziskaného PCR produktu nebo pfi
genotypovani a druhovém zafazeni biologickych agens, rostlin nebo Zivocichu.
Vysledny precistény PCR produkt slouzi jako templatova DNA pro sekvenacni
reakci, pri které je nukleova kyselina denaturovana a ziskana jednoretézcova DNA
slouzi jako templat pro syntézu druhého komplementarniho fetézce. Syntéza je
zprostiedkovana enzymem polymerazou a reakce je upravena tak, ze v urcitych
mistech dochazi v zavislosti na sekvenci templatového vilakna k ukonceni
(terminaci) syntézy. Pokud jsou pro detekci sekvenacnich produktl pouzity
fluoroforem znacené terminatory ddNTP, detekuje se 3"-konec molekuly a tim se i
definuje poradi nukleotidovych bazi v fetézci DNA.

Amplifikovany fragment se sekvenuje s primery specifickymi k sekvenci (v nasem
piipadé specifickymi primery pro usek TMEM154 genu). Sekvenovani prokaze
spravnou sekvenci amplikonu a v pripadé porovnani sekvenci v urcitém bodé
sekvence rozhodne o prislusnosti k danému genotypu.

Po sekvenacni reakci dochazi kvlastnimu sekvenovani (= uréeni poradi
nukleotidll) v sekvenatoru/genetickém analyzatoru, ktery pracuje na principu
kapilarni elektroforézy a je osazeny laserovym detektorem. Energie vyzarena z
fluorescenénich barviv je zachycovana specialni CCD kamerou. Jednotlivym
Useklm je poté za pomoci algoritmu pfifazovana &iselna hodnota (RFU). Tento
komplikovany a piesné kalibrovany proces muzeme shrnout do dvou krokd.
Vysledkem prvniho kroku sekvenacni analyzy je tzv. elektroforetogram. Jedna se
o grafické znazornéni vyslednych dat. Jednotlivé baze jsou v eletroforetogramu
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znaceny odliSnymi fluorescenénimi barvami - cytosin je znacen modie, thymin
cervené, adenin zelené a guanin zluté. Nasleduje druhy krok sekvenacni analyzy,
kdy jsou data ziskana ze sekvenatoru zpracovana specialnim typem softwaru.

Po skonéeni PCR reakce zlstavaji v mixu nespotiebované nukleotidy a zbytky
primerl, které mohou negativné ovlivnit dal§i analyzy amplikond, jako je napf.
sekvenovani. Proto se pfed vlastni sekvenaci PCR reakce osetfi kitem ExoSap-IT
(USB Corp.). Jedna se o smés hydrolytickych enzymi - exonukléazy a alkalické
fosfatazy v pufru, kterym se osetfi konecna PCR reakce. ExoSap neposkozuje
vysledny amplifikovany produkt. Exonukleaza odstranuje z produktu primery,
alkalicka fosfataza zbytky nukleotidli. ExoSap se pfidava pfimo do PCR produktu
a ve dvou krocich je reakce ukoncena.

Postup:

e Na kazdych 5 ul PCR reakce se pfidaji 2 yl ExoSapu. Napf. k 25 pl reakce
pfidame 10 pl ExoSapu. Zamichame a inkubujeme 30 minut pfi 37°C.
Nasledné inaktivujeme ExoSap pfi 80°C 15 minut.

e Inkubace muze probihat v termobloku, nebo v termocykleru. Pokud
prodlouzime Cas inkubace, vysledny produkt bude lépe precistény.

e Po osetfeni PCR produktu ExoSapem je potifeba k reakci pridat opét jeden
z primeral!

e Na kazdych 10 pl vzorku pfidame 5 pl primert, forward nebo reverse, podle
sméru, ktery chceme sekvenovat. Takto upraveny vzorek je pfipraven k
sekvenovani.

Sekvenace precCisténého produktu probiha v externi laboratofi (SeqMe). Do
laboratofe se posila vzorek 10 ul PCR reakce s 2 yl ExoSapu a 5 pl primeru (5uM)
pro kazdy smér sekvenovani zvlast (1 vzorek obsahuje forward nebo reverse
primer). Vzorek se posila v 1,5 ml mikrozkumavce nebo v PCR mikrozkumavce.
Vzorky lze do laboratofe zaslat i v 96ti jamkovych destiCkach. Sekvenace je
provedena Sangerovou metodou na kapilarnich analyzatorech Applied
BioSystems 3500 prostiednictvim BigDye Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit
(Appied BioSystems). Ziskana data jsou dostupna ve formatu ab1 (abi -
chromatogram) a jako sekvence ve formatu FASTA. Takto ziskané soubory
sekvenci jednotlivych amplikonl/zvirat jsou dale zpracovany v programech (Mega,
Geneious, Unipro Ugene, ...) a upravené sekvence porovnany s on-line dostupnou
databazi nukleotidovych sekvenci NCBI prostfednictvim algoritmu BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), sekvence porovnavany mezi sebou a jednotlivé
genotypy vyhodnoceny.
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PCR

Chemikalie a spotfebni material:
e PCR H20 (Top Bio)
Mastermix (Top Bio)
primer TMEM154F, 100 puM (KRD)
primer TMEM154R, 100 uM (KRD)
Vyizolovana DNA
1,5 ml mikrocentrifugéni zkumavky (Eppendorf)
PCR zkumavky, stripy nebo desticky

Pristroje:
e PCR termocykler
e centrifuga
e sada automatickych pipet
e vortex
e mrazak

Elektroforéza

Chemikalie a spotfebni material:
e EDTAO5M, pH 38,0
TBE (10 x) (vlastni pfiprava, viz. nize)
agardza (Serva)
PCR ethidium bromid (Top-Bio) ! pozor potencialni karcinogen !
PCR vkladaci pufr (Top-Bio)
DNA Marker 100-1500 pb (BioLabs)

EDTAOQ0S M

1,0M EDTA ... 186,1 g(Sigma)

ultrafitrovana voda  ...... 800 ml

S roztokem se intenzivné micha, béhem michani se upravi pH na 8,0 pomoci
NaOH (cca 20 g). Po uplném rozpusténi roztok EDTA doplnime do objemu1000
ml a sterilizujeme autoklavovanim.

TBE (10x)

Trisbase ... 108 g(Serva)

kyselina borita ... 55 g (Serva)

0,5M EDTA (pH 8,0) ...... 40 ml(Serva)
ultrafitrovana voda  ...... doplnit objem do 1000 ml

Poznamka: skladovani vyse uvedenych roztoku je pri pokojoveé teploté
DNA Marker 100-1500 bp (BioLabs) skladovat pfi -15 az -20°C
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istroje:

rychlovahy Scaltec SBC 41 (Sartorius)
trepacky MS-1 (IKA)
tfepacka MS-2 (IKA)
chlazena centrifuga 1-14K(Sigma)
centrifuga 5453 (Eppendorf)
centrifuga 5418 (Eppendorf)
chladici box CH-100 (Biosan)
vyhfevna tfepacka Komfort ( Eppendorf)
biohazard boxy BIO 2 (Nuaire)
automat pro extrakci NK MagNa Pure LC Instrument (ROCHE)
termocykler TRIO (Biometra)
real-time PCR systéem CFX96 (Bio Rad)
vyhodnocovaci zafizeni: primyslova kamera
o UV transiluminator
o vyhodnocovaci software Gel-Pro Analyzer
zarizeni na pripravu ultrafiltrované vody (Aqual)
lednice a mrazaky pro uloZeni reagencii a pro archivaci vzorki
automatickeé pipety (Eppendorf ) v rozsahu 0,1 — 1000 ul

laboratorni sklo pro pfipravu a skladovani roztokl (kadinky, odmérné

valce,..)
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Priklady vysledku PCR analyzy — amplifikace ¢asti genu TMEM154

Amplifikacni produkt ma délku 828 bp u vsech tfech genotypl. Pro piesnou
identifikaci jednotlivych genotypt je nutné osekvenovat naaplifikované produkty.

Obr.¢.1: Vyhodnoceni ELFO; slot ¢. 1 a ¢. 16 velikostni marker 100bp; sloty 2 — 13 specificky
amplifikacni produkt PCR, slot ¢. 14 negativni kontrola

User name: Katefina Vemerave
Order no.' 172112653

8‘85 EQ me Order date 20062017

08 ae0r
commant
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Obr. ¢. 2: Vystup sekvenacni analyzy genotypu K35.

124



Bartak P. a kol. (2019): Metodika genotypizace ovci a koz - detekce markerl geneticky podminéné rezistence k SRLV.

e e e e e e e e S S R S S S e e
L ULUUUUUUULLUUUUUUUY
AL LLLLCLLCLLLLLL
AL LLLLLCLLLLLLLL
AAAAGAAAAAGGGAE““EEE
KA CLCLCLCLCCLLLCLL
bUUUUUUUUUUUULUUUUUU
Radd g CLCLLCCLLLCLL
L ULUUUUUUUUUUUUUUUUY
L L L L LLLLLLLLLLLLL
GRVRVEVEGEGIUEG GG UGG AGAGAVEUVEG RG]
GIVAVIVAGAVILIGIGIGI GG RGRG AL AUVEGIGAL]
HaAadd <L LCLCLLCLCLL
VIVIVIVIVAGVIUIG UGG GAAVAVEVEG G
LUV UVULVLUVLUOUVLVLUVUVUVUUVUUVUUY
Haddd LA LCLCLCLCLLLCLLLL
PLOVOVLLOLVIVVOOVOLYY
K<<t LLLLLLLLLLLL
CICILICIUIIGIC [ ICTLICIGILIUIL L TG
POV VLVLVLVLUOVUUULVUVLVVOLUY
AL LA L LLLLCLLICILILICILL
LUV LUULULULLLLLULUULULUUUU
HaAadd gL LCLLLCLLLAI
VIVIVAVAVAWIWIW IV ISl UL UAWAVAWAWAWAWIY]
CAVAWAVAVEWAWAW IV L] UL WA AWEWAW ALY
MUULVULUUUUUULUUULUUUUU
S e e e e e e e e e e S S S e
S e e e e e e e e S S S S
DUV VULVVUUVVLVULVLVUVLVLULY
i et ek o e e e
DOV VUVLVLVLVUVUVUVUUOUVUVUVLULY
- b b b b b b b b e o e e e

K<L LLL LTI L

LACTGTCA

i guanin, genotyp K35 s

typem pii infekci lentiviry,

Genotyp E35 s bazi

U.
vym geno

3: Ukazka Alignmentu 3 genotyp

é.

Obr.
nukleot

agenotyp E35K s

vice.

skove

e rizi

dem A, kte

ry je o

ry je nejmen

fekci SRLV nej

zenin

hro

kte

nukleotidem R (adenin nebo guanin),

15

125



Bartak P. a kol. (2019): Metodika genotypizace ovci a koz - detekce marker geneticky podminéné rezistence k SRLV.

I.5. Statistické hodnoceni jednotlivych genotypu

Asociacni analyza

Asociaéni analyza zkouma vztah mezi rizikovymi faktory a rozvojem urc€itého
onemocnéni. Pokud se u infikovanych jedincl vyskytuje alela s vyssi frekvenci
vyskytu, nez je tomu u zdravych jedincl, mluvime o genetické asociaci. Vztah
mezi alelou, geno- nebo haplotypema a onemocnénim se testuje asociacni
analyzou. Usporadani takové analyzy ma charakter 'case-control", kdy se
porovhava zastoupeni daného znaku (polymorfismu) mezi skupinou, ktera
onemocnéla a skupinou, u které onemocnéni nevypuklo. Dilezité je, aby vSichni
testovani jedinci pochazeli ze stejné populace, a aby testovana skupina byla co
nejhomogennéjsi (vék, pohlavi, plemeno). Vyssi frekvence SNP nebo genotypl u
infikovanych jedinci mlize znamenat, Ze se s urcitym genotypem zvysuje riziko
specifického onemocnéni. (Lewis a Knight, 2012).

Ziskané vysledky jsou sumarizovany v kontingencnich tabulkach, kde se
statisticka vyznamnost testuje Chi kvadrat testem.

Priklad vysledk( sumarizovany v kontingencni tabulce:

pocet n E35 K35 E35K
SRLV pozitivni 6 1 (16%) 2 (33%) 3 (50%)
SRLV negativni 2 0 (0) 1 (50%) 1 (50%)

Méfeni vztahu rizikového faktoru a onemocnénim pomoci odds ratio - srovnhani
skupin s a bez rizikového faktoru, jaka je Sance onemocnét u obou skupin, nebo
jestli se Sance na infekci liSi. Vypocita se jako pomeér Sance vzniku onemocnéni u
skupiny vystavené riziku ku skupiné, na kterou rizikovy faktor neplsobi.
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lll. Srovnani novosti postuput

V souéasné dobé& neni v CR kdispozici dostupna metodika zabyvajici se touto
problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen diléi a rozptylené ve
védeckych publikacich a monografiich, které se zabyvaji problematikou detekce
plvodcl virovych onemocnéni ovci a koz, tj. maedi-visna virus ovci (MVV) a virus
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV).

Predkladana metodika zahrnuje popis véech metodickych a analytickych postupt
od odbéru vzorku, pfes jeho uchovani, zpracovani a postupy imunochemické a
molekularni detekce MVV a CAEV.

Soucasti metodiky je i vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych detekénich metod.

Novost postupu spocCiva v kombinaci sérologické a molekularné biologické
identifikace infikovanych zvifat, dale v modifikaci extrakce provirové DNA a pouziti
primer(, které dosud nebyly pouzity pro diagnostiku SRLV v CR. Pouzité primery
byly ovéieny s pozitivnim vysledkem pii detekci kmend aktualné cirkulujicich v
chovech ovci a koz v Ceské republice.

IV. Popis uplatnéni metodiky

.Metodika genotypizace ovci a koz - detekce markerli geneticky podminéné
rezistence k SRLV" v prvni Casti zahrnuje teoreticky Uvod do problematiky. V
praktické casti pak jsou uvedeny postupy potiebné pro spravny odbér vzorkd,
izolaci DNA a protokoly pro PCR detekci a sekvenovani cilového
genu/polymorfismu a uréeni genotypl zvifete.

Metodika pfedstavuje soubor optimalizovanych navodi molekularni analyzy, na
jejichz zakladé Ize provadét rutinni analyzy vzorki krve s cilem optimalni detekce
markerl genetické rezistence k infekci SRLV. Vystupem analyzy je pak detekce
genotypl u pozitivhich a negativnich zvifat na zakladé molekularni analyzy.

Uzivatelé metodiky jsou pracovisté vyzkumna a veterinarni, ktera mohou
s vyhodou vyuzit pfednosti optimalizovanych postupl detekce genotyptl. Metodika
bude uplatnéna prostiednictvim SCHOK. S timto subjektem byla uzaviena
smlouva o uplatnéni metodiky.
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V. Ekonomické aspekty

Predpokladané ekonomické pfinosy metodiky jsou kalkulovany az do vyse 15 000
tis. KE. Dalsimi pfinosy predkladané metodiky jsou rozsifeni spektra technik a
metodickych postupl pouzivanych v diagnostickych laboratofich, rozsifeni
portfolia technik a sluzeb provadénych v laboratofi, metodicka a vzdélavaci
funkce.

Pfinosem pro chovatele je moZnost vyvozu plemennych zvifat (jehnic a berand) v
odhadovaném poctu cca 1000 ks za rok, tzn. min. 5 000 za kalkulované obdobi.
Primeérna cena plemenného zvifete je cca 3 tis. K¢.

Do nakladli na zavedeni postupl uvedenych v metodice Ize zapoditat pofizeni
nejnutnéjsSiho investicniho a neinvesticniho vybaveni pro provoz laboratoie a
provedeni Ukonl a postupl uvadénych v metodice v celkové minimalni vysi 6,5 mil
KE. V pripadé automatizace izolace DNA a zpracovani velkého objemu vzorkl je
pak nutné pocitat s dalSimi naklady na pofizeni linky pro izolaci DNA pomoci
paramagnetickych partikuli v objemu cca 2,5 mil KE a automatické Ccipove
elektroforézy nebo fragmentacniho analyzatoru ve vysi 1,4 mil K& DalSi naklady
pak predstavuji naklady na chemikalie a na zakladé dlouhodobych kalkulaci Cini
jednotkova cena za analyzu jednoho vzorku 420 K& (ceny za chemikalie). V
uvedeném prikladu kalkulace nakladli nejsou uvedeny dopliikové naklady, odpisy,
naklady na vzdélavani a vyskoleni personalu laboratofe, naklady na vyvoj metod,
které jsou odvislé od konkrétni situace a vybavenosti (materialni i personalni)
pracoviste.

Jako ekonomicky vyhodnéj$i se jevi analyza vzorkli ve specializovanych

laboratofich, kde Ize sdilet naklady na pofizeni investic, vychovu a vzdélavani
pracovnikd, sluzby.

128

18



Bartak P. a kol. (2019): Metodika genotypizace ovci a koz - detekce marker(i geneticky podminéné rezistence k SRLV.

V. Seznam pouzité souvisejici literatury

Alshanbari F. A., Mousel M. R., Reynolds J. O., et al. Mutations in Ovis aries
TMEM154 are associated with lower small ruminant lentivirus proviral
concentration in one sheep flock. Animal Genetics. 2014;45(4):565-571.
doi:10.1111/age.12181.

AMORENA, B., BADIOLA, J.J. Early detection of maedi-visna (ovine progressive
pneumonia) virus seroconversion in field sheep samples. J Vet Diagn Invest.
2001;13(4):301-7.

Bartak P. a kol. Metodika odbérli a zpracovani vzorkll, serologického a
molekularniho stanoveni plvodce lentivirového onemocnéni ovci a koz.
Ceské Budgjovice, 2017.

BLACKLAWS, B.A. Small ruminant lentiviruses: Immunopathogenesis of visnha-
maedi and caprine arthritis and encephalitis virus. Comp. Immunol. Microbiol.
Infect. Dis. 2012;35,259-269.

BOSHOFF, C. H., B. DUNGU, R. WILLIAMS, J. VORSTER, J. D. CONRADIE, D.
W. VERWOERD, AND D. F. YORK. Detection of Maedi-Visha virus
antibodies using a single fusion transmembrane-core p25 recombinant
protein ELISA and a modified receiver-operating characteristic analysis to
determine cut-off values. J. Virol. Methods 1997:;63:47-56.

BRINKHOF, J. AND VAN MAANEN C. Evaluation of Five Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays and an Agar Gel Immunodiffusion Test for Detection
of Antibodies to Small Ruminant Lentiviruses. Clin.Vac. Imunol.
2007;14:9,1210-1214.

CELER JR., V., CELER, V., NEMCOVA, H.R., ZANONI, R., PETERHANS, E.
Serologic diagnosis of ovine lentiviruses by whole virus ELISA and AGID
test. Zentralbl Veterinarmed [B] 1998;45,183—-188.

CELER JR., V., ZANONI, R., PETERHANS, E. Comparison of various antigens in
the diagnosis of caprine arthritis-encephalitis virus using the ELISA test. Vet.
Med. (Praha) 1993; 38,237—244.

CELER, V. Diagnostické vyuziti strukturalnich proteint viru Maedi — Visna.
Disertacni prace, Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno, 1997.

Clawson M. L., Redden R., Schuller G., et al. Genetic subgroup of small ruminant
lentiviruses that infects sheep homozygous for TMEM154 frameshift deletion
mutation A4A53. Veterinary Research. 2015;46:22. doi:10.1186/s13567-015-
0162-7.

COMTET, L., FELIZIANI, F., LESCEU, S. Validation of the ID Screen® Maedi
Visna Indirect ELISA: specificity on BTV-8 vaccinated sheep and detection of
seroconversion. Poster presented at the 2010 EAVLD meeting, Lelystad,
Holland.

DE ANDRES, D., KLEIN, D., WATT, N.J., BERRIATUA, E., TORSTEINSDOTTIR,
S., BLACKLAWS, B.A., HARKISS, G.D. Diagnostic test for small ruminat
lentiviruses. Vet Microbiol. 2005; 107 (1-2):49-62.

Fisher P., Noyes H., Kemp S., Stevens R., Brass A. A systematic strategy for the
discovery of candidate genes responsible for phenotypic variation. Methods
Mol Biol. 2009, 573, 329-345. doi: 10.1007/978-1-60761-247-6_18

129

19



Bartak P. a kol. (2019): Metodika genotypizace ovci a koz - detekce marker geneticky podminéné rezistence k SRLV.

Fisher, P., Hedeler, C., Wolstencroft, K., Hulme, H., Noyes, H., Kemp, S., ...
Brass, A. (2007). A systematic strategy for large-scale analysis of genotype—
phenotype correlations: identification of candidate genes involved in African
trypanosomiasis. Nucleic Acids Research, 35 5625-5633. doi:
10.1093/nar/gkm623

Heaton M. P., Clawson M. L., Chitko-Mckown C. G., et al. Reduced Lentivirus
Susceptibility in Sheep with TMEM154 Mutations. Haley CS, ed. PLoS
Genetics. 2012;8(1):e1002467. doi:10.1371/journal.pgen.1002467.

Heaton M. P., Kalbfleisch T. S., Petrik D. T., et al. Genetic Testing for TMEM154
Mutations Associated with Lentivirus Susceptibility in Sheep. Bardoni B, ed.
PLoS ONE. 2013;8(2):e55490. doi:10.1371/journal.pone.0055490.

HEATON, M. P, KALBFLEISCH, T. S, PETRIK, D. T., SIMPSON, B., KIJAS J. W.,,
et al. (2013). Genetic Testing for TMEM154 Mutations Associated with
Lentivirus  Susceptibilty in  Sheep. PLoS ONE 8(2): e55490.
doi:10.1371/journal.pone.0055490.

HERRMANN, L.M., CHEEVERS, W.P., MARSHALL, KL., MCGUIRE, T.C,
HUTTON, M.M., LEWIS, G.S., KNOWLES, D.P. Detection of serum
antibodies to ovine progressive pneumonia virus in sheep by using a caprine
arthritis-encephalitis virus competitive-inhibition enzyme-linked
immunosorbent assay. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 2003;10(5):862-5.

HERRMANN, L.M., CHEEVERS, W.P., MCGUIRE, T.C., ADAMS, D.S., HUTTON,
M.M., GAVIN, W.G., KNOWLES, D.P. Competitive-inhibition enzyme-linked
immunosorbent assay for detection of serum antibodies to caprine arthritis-
encephalitis virus: Diagnostic tool for successful eradication. Clin. Diagn.
Lab. Immunol. 2003;10(2):267-271.

HERRMANN-HOESING, L.M., BROUGHTON-NEISWANGER, L.E., GOUINE,
K.C., WHITE, S.N., MOUSEL, M.R., LEWS, G.S., MARSHALL, KL.,
KNOWLES, D.P. Evaluation of a Caprine Arthritis-Encephalitis Virus/Maedi-
Visna Virus Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay in the Serological
Diagnosis of Ovine Progressive Pneumonia Virus in U.S. Sheep. Clin. Diagn.
Lab. Immunol. 2010;17(2):307-310.

KRASSNIG, R., SCHULLER, W. Continuation of the observation and serological
investigation of a maedi-visna-virus-infected sheep flock from January 1990
to June 1996. Dtsch. Tieraztl. Wschr. 1998:105, 50-53.

KWANG, CUTLIP, J. R. Detection of Antibodies to Ovine Lentivirus Using a
Recombinant Antigen Derived From the Env Gene. Biochem Biophys Res
Commun1992;183 (3), 1040-1046.

Larruskain A., Jugo B.M. Retroviral Infections in Sheep and Goats: Small
Ruminant Lentiviruses and Host Interaction. Viruses. 2013;5(8):2043-2061.
doi:10.3390//5082043.

Lewis C. M., Knight J. Introduction to genetic association studies. Cold Spring
Harbor Protocol. 2012, 3, 297 - 306

Leymaster K. A., Chitko-McKown C. G., Clawson M. L., Harhay G. P., Heaton M.
P. Effects of TMEMI154 haplotypes 1 and 3 on susceptibility to ovine
progressive pneumonia virus following natural exposure in sheep,,, Journal of
Animal Science, Volume 91, Issue 11, 1 November 2013, Pages 5114-5121,

MAZZEI, M., CARROZZA, M.L., BANDECCHI, P., MAZZANTI, G., MANNELLI, A.,
TOLARI, F. (2005) Evaluation of an ELISA to detect antibodies to maedi-

130



Bartak P. a kol. (2019): Metodika genotypizace ovci a koz - detekce marker( geneticky podminéné rezistence k SRLV.

visna virus in individual and pooled samples of milk from sheep. Vet Rec.
2005 Oct 29;157(18):552-5.

MICHIELS, R., VAN MAEL, E.,, QUINET, CH., CAY, AB., DE REGGE, N.
Comparative analysis of different serological and molecular test for detection
of small ruminat lentiviruses (SRLVs) in Belgian sheep and goats. poster,
WAVLD 2017, Sorrento, ltaly.

MINGUIJON, E., REINA, R., PEREZ, M., POLLEDO, L., VILLORIA, M., RAMiREZ,
H., LEGINAGOIKOA, |., BADIOLA, J.J., GARCIA-MARIN, J.F., DE ANDRES,
D., LUJAN, L., AMORENA, B., JUSTE, R.A. Small ruminant lentivirus
infections and diseases. Vet Microbiol. 2015;181(1-2):75-89.

Molaee V., Eltanany M., Lihken G. First survey on association of TMEM154 and
CCRS variants with serological maedi-visna status of sheep in German
flocks. Veterinary Research. 2018;49:36. doi:10.1186/s13567-018-0533-y.

NOWICKA, D., CZOPOWICZ, M., MICKIEWICZ, M., SZALUS-JORDANOW, O.,
WITKOWSKI, L., BAGNICKA, E., KABA, J. 2014. Diagnostic performance of
ID Screen® MVV-CAEV Indirect Screening ELISA in identifying small
ruminant lentiviruses infected goats. Pol J Vet Sci. 2014,;17(3):501-6.

OIE Manual of Standards for Diagnostic Tests and Vaccines, 2000. Chapter 1.1.3:
Principles of validation of diagnostic assays for infectious disease, pp. 15-23.

PALSSON, P.A. Maedi and Visna in sheep. Slow virus diseases of animals and
man. Amsterdam, R.H. Kimberlin 1976, 43s.

PETERHANS, E., GREENLAND, T., BADIOLA, J., HARKISS, G., BERTONI, G.,
AMORENA, B., ELIASZEWICZ, M., JUSTE, R.A., KRASSNIG, R., LAFONT,
J.P., LENIHAN, P., PETURSSON, G., PRITCHARD, G., THORLEY, J., VITU,
C., MORNEX, J.F., PEPIN, M. Routes of transmission and consequences of
small ruminant lentiviruses (SRLVs) infection and eradication schemes. Vet.
Res. 2004;35,257-274.

Pinczowski P., Sanjosé L., Gimeno M., Crespo H., Glaria |., Amorena B., de
Andrés D., Pérez M., Reina R., and Lujan L. Small Ruminant Lentiviruses in
Sheep: Pathology and Tropism of 2 Strains Using the Bone Marrow Route.
Vet. Pathol. 54(3), 413 — 424, doi: 10.1177/0300985816688742

SAMAN E., VAN EYNDE G., LUJAN L., EXTRAMIANA B., HARKISS G., TOLARI
F., GONZALEZ L., AMORENA B., WATT N. AND BADIOLA J. A New
Sensitive Serological Assay for Detection of Lentivirus Infections in Small
Ruminants. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology 1999;6:734-740.

Sider L. H., Heaton M. P., Chitko-McKown C. G., et al. Small ruminant lentivirus
genetic subgroups associate with sheep TMEM154 genotypes. Veterinary
Research. 2013;44(1):64. doi:10.1186/1297-9716-44-64.

Teare T. D. Candidate genes association studies. Methods Mol. Biol. 2011, 713,
105 -117, doi: 10.1007/978-1-60327-416-6_8

TOSSER-KLOPP, G., BARDOU, P., BOUCHEZ, O., CABAU, C., CROOIJMANS,
R., et al. (2016). Correction: Design and Characterization of a 52K SNP Chip
for Goats. PLOS ONE 11(3): e0152632.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0152632

VALIDATION REPORT LSI VET MVICAE ELISA: 110708-LF-v2-VA-
Validation_Report VETCAEV. LSI - Laboratoire Service International. 2011

VAREA, R., MONLEON, E., PACHECO, C., LUJAN, L., BOLEA, R., VARGAS,
M.A., VAN EYNDE, G., SAMAN, E., DICKSON, L., HARKISS, G.D.,

131



Bartak P. a kol. (2019): Metodika genotypizace ovci a koz - detekce marker(i geneticky podminé&né rezistence k SRLV.

White S. N. , Knowles D. P. Expanding Possibilities for Intervention against Small
Ruminant Lentiviruses through Genetic Marker-Assisted Selective Breeding.
Viruses. 2013;5(6):1466-1499. doi:10.3390/v5061466.

White, S. N., Mousel, M. R., Herrmann-Hoesing, L. M., Reynolds, J. O,
Leymaster, K. A., Neibergs, H. L., Lewis, G. S., Knowles, D. P. (2012).
Genome-Wide Association Identifies Multiple Genomic Regions Associated
with Susceptibility to and Control of Ovine Lentivirus. PLoS ONE, 7(10),
e47829.

White, S. N., Mousel, M. R., Reynolds, J. O., Herrmann-Hoesing, L. M., &
Knowles, D. P. (2014). Deletion variant near ZNF389 is associated with
control of ovine lentivirus in multiple sheep flocks. Animal Genetics, 45(2),
297-300. doi: 10.1111/age.12107.

ZANONI, R., VOGT, H.R., POHL, B., BOTTCHER, J., BOMMELI, W,
PETERHANS, E. An ELISA based on whole virus for the detection of
antibodies to small-ruminant lentiviruses. Zentralbl. Veterinarmed B 1994: 41,
662-669.

Zpravy o ¢innosti v oblasti ochrany zdravi zvifat. Statni veterinarni sprava, Odbor
ochrany zdravi a pohody zvifat, Praha. 1994 - 2015.

132

3]
o



Bartak P. a kol. (2019): Metodika genotypizace ovci a koz - detekce marker geneticky podminéné rezistence k SRLV.

V1. Seznam publikaci, které predchazely metodice

Bartak P., Vaclavek P., Kostkova M., Mikulaskova K., $imek B. (2017): Prevalence
lentivirovych onemocnéni malych prezvykavcl v CR s vyuzitim sérologické
diagnostiky. Veterinarstvi 67: 227-232.

Bartdk P. a kol. Metodika odbérli a zpracovani vzorkl, serologického a
molekularniho stanoveni plvodce lentivirového onemocnéni ovci a koz. Ceské
Budéjovice, 2017.

133



Nazev: Bartak P. a kol. (2019): Metodika genotypizace ovci a koz -
detekce markerl geneticky podminéné rezistence k SRLV

Autorsky kolektiv:  Prof. Ing. Miloslav Soch, CSc., dr.h.c.
Prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.
Ing. Antonin Vejcik, CSc.
Mgr. Tomas Tonka, Ph.D.
Ing. Katefina Vernerova
Ing. Barbora Farkova
Mgr. Bronislav Simek
MVDr. Petr Vaclavek, Ph.D.
Mgr. Hana Plodkova
MVDr. Pavel Bartak, Ph.D.

Vydal: Jihoéeska univerzita v Ceskych Bud&jovicich
Zemédélska fakulta
Studentska 13
370 05 Ceské Budéjovice

Vydano bez jazykové upravy
Metodika byla schvalena Ministerstvem zemédélstvi CR, dopisem ze dne

17.1.2019, ¢j. 910/2019-MZE-14152 jako uplatnéna metodika s doporuc¢enim pro
jeji vyuziti v zemédélske praxi.

Kontakt na autory: VCurn@seznam.cz
ISBN:

134



Zemédélska Jihoceska univerzita

fakulta v Ceskych Budg&jovicich
Faculty University of South Bohemia
of Agriculture  in Ceské Budéjovice

Statni
veterinarni
ustav
Jihlava

Ovérena technologie:
Systém prevence a profylaxe
lentivirovych infekci malych prezvykavcu

Technologie byla vypracovana jako vystup vyzkumného projektu MZe NAZV
QJ 1610096 "Program zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych
prezvykavcu s vyuzitim novych metod casné laboratorni diagnostiky a

markeru geneticky podminéné rezistence k infekci jako selekéniho kritéria"

Prof. Ing. Miloslav éocQ, CSc., dr.h.c.
Prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.
Ing. Antonin Vejcik, CSc.

Mgr. Tomas Tonka, Ph.D.

Ing. Katefina Vernerova
Ing. Barbora Farkova
Mgr. Bronislav Simek
MVDr. Petr Vaclavek, Ph.D.

Mgr. Hana Plodkova
MVDr. Pavel Bartak, Ph.D.

Ceské Budéjovice, listopad 2018

135



Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych prezvykavct

Pavel Bartak a kol.
bartak@svujihlava.cz

Vypracovano za podpory vyzkumného projektu MZe NAZV QJ 1610096 "Program
zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych prezvykavcl s vyuzitim novych
metod ¢asné laboratorni diagnostiky a markerl geneticky podminéné rezistence k
infekci jako selekéniho kritéria"

Oponenty metodiky byli:
Doc. MVDr. Pavel Novak, CSc.
MVDr. Marie Bleierova

Podil autor(i na vypracovani metodiky:

Prof. Ing. Miloslav Soch, CSc., dr.h.c. — 5%
Prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D. = 15%
Ing. Antonin Vejcik, CSc. — 5%

Mgr. Tomas Tonka, Ph.D. — 5%

Ing. Katefina Vernerova — 5%

Ing. Barbora Farkova — 5%

Bc. Petr Stoidl

Ing. Eva Jozova, Ph.D.

Ing. Irena HostiCkova

Mgr. Bronislav Simek — 35%

MVDr. Petr Vaclavek, Ph.D. — 10%
Mgr. Hana Plodkova — 5%

MVDr. Pavel Bartak, Ph.D. — 10%

Text: ©2018
Foto: ©2018
Vydano bez jazykové upravy

136



Bartak P. a kol. (2018): Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych pfeZvykavel.

Obsah:

I. Anotace teChNOIOGIE ..........euuueiiiienineieiinricntinie s cesnncsaeesssesnsansssanssessasssssssssns ssssassnsns 1

IL. Piredmet a Cil teChNOIOZIE ......cccueueeeeciesicnnnesensinssnnnsnssssssssssassnsssssssssssssnnsassasssssssssssnsaass 2

IIL. Viastni popis teChNOIOZIE ........ccceeereiuernrnrecsssiaecssssnesssesassenssssssssessesasssssssssssssssnssssssassanse 4
BB O VS OFRIL RIVE 52 om0 o0 B S o B S T T A SRR 4
Sérologicka diagnostika: pritkaz specifickych protildtek proti SRLV ..................c........ 4
Detekce provirové DNA SRLV pomoci PCR metody ..................ccccooeeeieeeceiieeanenn . 4
Detekce provirovée DNA SRLV pomoci RT-PCR metody ...................ccc..ccoevveveinannnnn.. 4
Diagnostika SRLV na zdakladé LAMP analyzy .................cc.cccociininiiiosiiiiiiie e 5
Detekce polymorfismuna genuu TMEMIS ..............cccoovooeoeeee oo, 5

IV. Testovani vlastni technologie — protokol a OVEFeNi .........cceeeeereeereesesaesasnasssenssnssssnenns 6

VIS BN cuccecscccisesasarsnesonuesesesanassmeanesusasasassassonneseasanssnsanemusananassussons senasansissasanesssassnaspasaoenases 8

137



Bartak P. a kol. (2018): Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych preZvykave.

I. Anotace technologie

Ovérena technologie je vysledkem projektu MZe NAZV QJ 1610096 "Program
zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych prezvykavcl s vyuzitim novych
metod ¢asné laboratorni diagnostiky a markerl geneticky podminéné rezistence k
infekci jako selekéniho kritéria".

V technologii je popsan novy systém prevalence a profylaxe lentivirovych infekci
malych prezvykavcl jako predpoklad pro novy, Ucinny eradikacni program.
Technologie zahrnuje zasady a metodické postupy odbéru, uchovani a zpracovani
vzorkl krve; postupy pro sérologické stanoveni virového onemocnéni, postupy pro
molekularni detekci virové NK (izolace provirové DNA, detekce provirové DNA
pomoci PCR, RT-PCR a LAMP, postupy pro izolaci DNA ovci a koz a detekci
genotypu majiciho vztah k rezistenci k SRLV. Dale jsou uvedena doporuceni pro
chovatele, tak aby nedochazelo k rozsifovani €i zavlékani onemocnéni maedi-
visna ovci (MV) avirova arteritida a encefalitida koz (CAE) v chovech.
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Il. Pfedmét a cil technologie

Lentiviry malych pfezvykavcl (SRLV), konkrétné maedi-visnha virus ovci (MVV) a
virus infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV) zplsobuji celosvétové rozsifena
onemocnéni vyskytujici se i v CR — maedi-visnu ovci (MV) a artritidu a encefalitidu
koz (CAE). Tyto choroby jsou nelécCitelné a neexistuji proti nim ucinné vakciny.
Vzhledem k soucasné nakazové situaci jsou onemocnéni MV a CAE zavaznym
problémem. Zplsobuji vyznamné ekonomické =ztraty a vytvaii bariéru pfi
obchodovani s plemennym materialem (nejen v EU), i pfi pofadani chovatelskych
akci (vystavy, svody). Chovy v CR zafazené v kontrole uzitkovosti (KU) musi byt
MV a CAE prosté.

Soucasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvifat a
nafizené vakcinace monitoruje nakazovy status v chovech v KU sledovanim
vyskytu protilatek. Nejsou vS$ak stanovena systémova opatfeni pro eradikaci
nakazy pro chovy, které nejsou nakazy prosté nebo do nichZz byla infekce
zavleCena. Plemeno ovce Sumavska, kde na zakladé pfedchozich zjisténi znama
vysSi incidence onemocnéni, je z monitoringu vyjmuto. Je to Ceské narodni
plemeno, které je zafazené do programu uchovani genetickych zdroju, je soucasti
genové rezervy a je zahrnuta do svétového genofondu ohrozenych plemen
hospodarskych zvifat. Ozdravovani chovll na zakladé na zakladé vyrazeni
pozitivnich zvifat by ohrozila plemennou zakladnu natolik, Ze by mohlo dojit k jeho
zaniku.  Stejné jako u eradikace klusavky (scrapie) na zakladé selekce
rezistentnich genotypl se i zde se nabizi mozZnost zavedeni eradikacniho
programu spojujiciho C¢asnou a presnou diagnostiku spolecné s asistovanou
selekci podminénou markery genetické rezistence.

Soudobé poznatky ukazuji, ze pouzivané diagnostické metody nejsou vzdy zcela
spolehlivé vzhledem ke slozité patogenezi onemocnéni. Nejspolehlivéjsi je
kombinace imunologickych a molekularné biologickych metod, pficemz s
piihlédnutim ke kmenové variahilité, je tfeba metody molekularné biologické
diagnostiky nadale zdokonalovat. Krevni vzorky jsou primarné testovany metodou
ELISA za ucelem prikazu specifickych protilatek. Suspektni vzorky jsou pfipadné
konfirmovany alternativnhimi imunologickymi metodami - imunodifuznim testem
popr. imunoblotem. Sérologicky pozitivni vzorky a vybrané negativni vzorky jsou
dale testovany na pfitomnost provirové DNA metodou real-time PCR (qPCR) ¢i
LAMP.

Na zakladé analyzy genomu ovci byl identifikovan kandidatni gen pro odolnost
proti onemocnéni MV/CAE — gen TMEM154. NejsilngjSi vztah k odolnosti vykazuje
polymorfismus E35K. Molekularni analyza zaloZzena na sekvenovani genu
TMEM154 a identifikace konkrétniho genotypu umoznuje markery asistovanou
selekci a vybér jedincl s genotypem s vys$si odolnosti vic¢i onemocnéni.
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Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potfeba podporovat
rozvoj chovu téchto zvirat, véetné ohrozenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvirat, Slechténi i podpory obchodu s plemennym materialem.
Ozdravovaci program od lentivirovych infekci malych pfezvykavcl zaloZzeny na
kombinaci pfesné a rychlé diagnhostiky onemocnéni a markery asistované selekce
(MAS) se jevi jako mozné vychodisko pro feSeni souasné nakazové situace.

Cilem technologie je navrhnout modelovy postup zaloZzeny na
presné a véasné detekci SRLV a molekularni detekci specifického
genotypu zvirete. Tento postup umoznuje markery asistovanou
selekci odolnéjsich jedincu na zakladé genetické odolnosti
k infekci a soucasné eliminaci infikovanych jedincu z chovu.
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lll. Vlastni popis technologie

Odbér vzorku krve

Pro diagnostické ucely je odebirana periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu). Krev je odebirana do plastovych 5 ml zkumavek
s antikoagulantem KsEDTA. Ihned po odbéru je krev ve zkumavce nutné dikladné
promichat s antikoagulantem a uchovavat pfi +4°C. Ze vzork{ krve je odstiedénim
separovana plasma, buffy-coat a erytrocyty. Krevni plasma se pouziva pro
sérologické vysetieni, buffy coat pro prikaz provirové DNA. Pro stanoveni
genotypu zvifete je DNA izolovana z celého vzorku krve. Vzorky jsou archivovany
pfi -80°C.

Sérologicka diagnostika: prukaz specifickych protilatek proti
SRLV

Zvirata infikovana SLRV zlstavaji imunokompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek. Humoralni odpovéd na infekci MVV je vyznamné
pomalejsi, nez u jinych virovych infekci s akutnim pribéhem. K sérokonverzi
dochazi rizné a to od nékolika tydnl do nékolika mésicl po infekci. Protilatky typu
IgG jsou po pfirozené infekci MVV/CAEV pritomné po celou dobu Zivota zvifete a
slouzi jako zakladni indikator monitorovani nakazy v chovech a selekcni kritérium
pfi eliminaci nakazy. Pro sérologickou diagnostiku SRLV na uzemi CR jsou
vhodné komeréni ELISA testy Elitest MVV/CAEV (Hyphen) a ID Screen MV
Indirect (IDvet), popf. jejich kombinace pfi nutnosti konfirmacniho vysetieni.

Detekce provirové DNA SRLV pomoci PCR metody

K prokazani provirové DNA sekvence lentivirl u malych piezvykavcl je pouzita
molekularné biologicka metoda PCR (polymerazova retézova reakce). Principem
této metody je multiplikace uUseku cilové sekvence vybraného genu z provirové
DNA vznikajici po integraci virového genomu do hostitelské DNA pomoci
specifickych primerll, které tuto sekvenci ohranicuji. lzolace provirové DNA je
provadéna z buffy coatu a u extrahované DNA je provedena testace na pfitomnost
provirové DNA pomoci nested PCR dle Grego et al. (2007). Cilova oblast genomu
je konzervativni oblast gag genu. Vysledny amplifikacni a reamplifikacni produkt je
o délce 1,3 kb a 0,8 kb.

Detekce provirové DNA SRLV pomoci RT-PCR metody

V pribéhu real-time PCR je vizualizace amplifikacniho produktu zajisténa
nasednutim specifické fluorescenéni sondy typu Tagman pro dany usek.
V elongacéni fazi dochazi k jejimu rozlozeni pomoci exonukleazoveé aktivity Taq
polymerazy a tim i k uvolnéni fluorescencniho zareni. Jako kontrolni gen je pouzit
gen pro B-aktin. K detekci genu pro B-aktin se do reakce stemplatovou DNA
ziskanou z testovaného zvifete pridava jeden par specifickych primerd a jedna
sonda znacenou fluoroforem Hex dle Toussaint et al. (2007).
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Diagnostika SRLV na zakladé LAMP analyzy

Metoda Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) je moderni metodou,
ktera umoznuje vysoce specifickou, UcCinnou a rychlou amplifikaci nukleovych
kyselin za izotermickych podminek. V porovhani s metodou real-time PCR je
LAMP specifictéjsi, citlivéjsi a rychlejsi a je velmi citliva na Cistotu a kvantitu
vstupni DNA. Je ekonomicky efektivni, a to i diky tomu, Ze pro vizualizaci neni
potfeba elektroforetického zobrazeni. Dalsi vyhodou metody LAMP je jeji rychlost.
Mezi zakladni komponenty kazdé reakce patfi 4 oligonukleotidové primery, jejichz
ucelem je rozpoznat 6 odlisSnych oblasti na cilovém genomu a DNA dependentni
DNA polymeraza.

Detekce polymorfismu na genu TMEM154

V populacich malych pfezvykavci se u transmembranového genu 154 TMEM 154
vyskytuji nejméné 3 polymorfismy. Prvni je polymorfismus K35, kdy je na pozici 35
genu baze adenin, a kdy tato sekvence nukleotidli kéduje aminokyselinu lysin.
Zvirata s timto polymorfismem maji snizené riziko nakazy SRLV infekci. Druhym
polymorfismem - E35 - je pfitomnost baze guaninu na 35. pozici, vysledkem je
zafazeni aminokyseliny glutaminu do peptidového fetézce, a nositelé s timto
polymorfismem jsou nachylnéjsi k infekci SRLV viry. Nejrizikovéjsi skupinou jsou
ale heterozygotni nositelé - E35K, ktefi maji na pozici 35 R (adenin a guanin), a
ktefi jsou k infekci lentiviry nejnachylnéjsi. Pfislusny genotyp (polymorfismus) je
detekovan na zakladé PCR amplifikace genu TMEM154 a sekvenacni analyzy
amplifikovaného produktu.
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IV. Testovani vlastni technologie — protokol a ovéreni

Pro vsechny uvedené postupy byly vypracovany podrobné metodické postupy
(Bartak et al. 2017 a Bartak et al. 2018) a metodické postupy pro zpracovani
vzorkl krve, izolaci provirové DNA a zvifeci DNA, sérologické stanoveni protilatek
proti SRLV, molekularni detekci SRLV a identifikaci polymorfismu — rezistentniho
¢i nachylného genotypu byly otestovany a ovéfeny na souboru vice nez 3500
vzorki ovci a koz.

Klicové pro dosazeni optimalnich vysledkl je doporuéeny odbér a zpracovani
vzorkll krve a optimalizovany postup izolace provirové DNA. Pro sérologickou
diagnostiku SRLV na tzemi CR jsou vhodné komeréni ELISA testy Elitest
MVV/CAEV (Hyphen) a ID Screen MV Indirect (IDvet), popf. jejich kombinace pfi
nutnosti konfirmaéniho vysetieni. Sensitivita ELISA testl se pohybuje vétsinou
nad 90% a specifita byva obecné velmi vysoka (96-100%). Kazdy z testl
pouzivanych k sérologické diagnostice ma své prednosti a nevyhody s ohledem
na potencialni moznosti vyuZziti, kterymi jsou zejména jejich rlizna specifita a
sensitivita. ProtoZze neexistuje zadny oficialni ,zlaty standard“ sérologickych testl
na diagnostiku infekci SRLV, jsou testy vétSinou porovhavany navzajem mezi
sebou a vysledné studie tak maji riznou obtiZné porovnatelnou kvalitu.

Pro vyhodnoceni relativni sensitivity komerénich ELISA testli na vzorcich z Ceské
republiky byl pouzit soubor terénich vzorkl ovci a koz z rliznych chov, které byly
sérologicky pozitivni v imunodifuznim testu (IDT/AGID MAEDITEC). Jako nejvice
citlivy test se jevi Elitest MVV/CAEV, srovnatelnou uroven vykazuje ID Screen MV
Indirect. Nejméné citlivy test v tomto porovnani byl IDEXX MVV/CAEV p28 Ab
Screening Test pfi dodrzeni kriterii hodnoceni danych vyrobcem.

Technologie obsahuje i metodické postupy molekularni detekce SRLV zalozené
na PCR, RT-PCR a LAMP/RT-LAMP technikach. Tyto techniky jsou vhodnym
doplnkem sérologického stanoveni SRLV, umoznuji molekularni identifikaci a
kmenovou charakterizaci SRLV nicméné tyto postupy jsou citlivé na dostatecné
mnozstvi a kvalitu provirové DNA.

Na zakladé sérologické a molekularni detekce byla vyhodnocena prevalence
v analyzovanych chovech ovci a koz. Prevalence byla ve velmi Sirokém rozsahu
0 - 53.3 %. Byly identikovany chovy bez pfitomnosti SRLV (13 chovl), ale i 12
chovl s vyskytem SRLV, ve 4 piipadech byla vice nez tfetina zvifat v chovu
infikovana.
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Tabulka 1: Prevalence onemocnéni MV/CAE ve sledovanych chovech.

Cislo chovu Druh zvirete Celkovy pocet Prevalence v %
zvirat

1. kozy 243 132
2. ovce 150 15.3
3. ovce 230 7.8
4. ovce 8 0
5. kozy 22 45
6. ovce 50 2
7. ovce 100 10
8. ovce 50 0
9. ovce 2 0
10. ovce 200 44.5
11. ovce 431 5.6
12. kozy 18 0
13. ovce 42 0
14. ovce 90 0
15. kozy 103 0
16. ovce 50 0
17. kozy 19 0
18. kozy 31 0
19. ovce 248 0
20. ovce 91 0
21. ovce 206 0
22. ovce 280 20
23. ovce 299 43.1
24. kozy 173 29.5
25. ovce 274 53.3

Molekularni analyza polymorfismu v kandidatnim genu TMEM154 potvrdila vyskyt
v§ech tfech genotypl. Nepotvrdila se ale 100% vazba pfislusného polymorfismu
na odolnost Ci vy$si nachylnost k onemocnéni pravdépodobné z dlivodu mutaci
SRLV a prekonani dfive publikované vazby polymorfismu K35 krezistenci
k SRLV. Nicméné v ramci této skupinu genotypl je patrny trend vy$si odolnosti
onemochéni a i selekce jedincl s timto genotypem je vyZzadovana.

Tabulka 2: Vyskyt genotypl zvifat ve skupiné sérologicky pozitivnich a negativnich

ELISA pozitivni negativni
| genotyp E35 E35K K35 E35 E35K K35
% % % % % %

1 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 4,35 73,91 21,74 0,00 20,83 79,17
3 10,00 50,00 40,00 5,00 40,00 55,00
10 1,92 50,00 48,08 18,52 51,85 29,63
11 55,00 45,00 0,00 32,56 51,16 16,28
22 25,64 61,54 12,82 10,26 28,21 61,54
23 8,43 48,19 43,37 9,33 32,00 58,67
24 100,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00
25 52,63 31,58 15,79 13,64 50,00 36,36
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Soubor opatreni zahrnuty v kontrolnim programu je treba nastavit
podle nakazového statusu chovu.

1. chov prosty SRLV

sérologicky monitoring nakazového statusu
systém biosekurity jako nastroj ochrany chovu pfed zavle¢enim infekce

pfednostni zafazovani do chovu jedincl o genotypu K35 pro zvyseni kvality
stada z hlediska obchodu a z hlediska prevence

2. chov infikovany SRLV

sérologicka identifikace infikovanych zvirat

molekularni detekce a identifikace genotypu SRLV

periodické vyfazovani infikovanych zvifat z chovu bez ohledu na jejich
genotyp

prednostni zafazovani do chovu jedincl o genotypu K35 s potencialni vyssi
odolnosti SRLV

systém biosekurity jako nastroj ochrany chovu pred zavleCenim infekce

3. chov s neznamym nakazovym statusem

identifikace stada serologickym vysetfenim a identifikace infikovanych zvifat
molekularni detekce a identifikace genotypu SRLV
periodické vyfazovani infikovanych zvifat z chovu bez ohledu na jejich

genotyp
pfednostni zafazovani jedincli o genotypu K35 s potencialni vy$si odolnosti

SRLV do chovu
systém biosekurity jako nastroj ochrany chovu pred zavleCenim infekce
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V. Shrnuti

Uvedené postupy prokazaly moznost rychlé, vCasné a presné detekce
onemocnéni SRLV a viadé pfipadl vysokou prevalenci onemocnéni
v analyzovanych chovech.

Na zakladé navrzenych postupl sérologické a molekularni analyzy Ize navrhnout i
systém prevence a profylaxe lentivirovych onemocnéni ovci a koz zaloZzeny na:

dusledné kontrole vyskytu onemocnéni v chovech;

identifikaci infikovanych zvirat na zakladé sérologické Ci sérologické a
molekularni analyzy;

e vyrazeni infikovanych zvirat z chovu bez ohledu na jejich genotyp;
molekularni identifikaci genotypu zvifete a do chovu prednostni
zarazovani jedincu o genotypu K35 s potencialni vysSsSi odolnosti
SRLYV;

v prfipadé obchodovani se zviraty — duslednou kontrolu zdravotniho
statusu na zakladé sérologické Ci sérologické a molekularni analyzy a
identifikace genotypu zvirete.

Tento systém povede k:
e ozdraveni chovu a postupnému snizovani poctu chovi s MVICAE ;

e prevence zavleceni infekce do chovu dovozem infikovanych zvirat.

V pfipadé genovych rezerv — aplikace bodu 3 (vyrazeni infikovanych zvirat
z chovu bez ohledu na jejich genotyp) v mife negativhé neovliviujici genetickou
zakladnu chovu.
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6 Zavér

Disertacni prace se =zabyvala problematikou lentivirovych infekci malych
prezvykavci. V préci jsou shrnuty vysledky analyzy prevalence onemocnéni maedi-visna
(MV) ovci a infek¢ni artritidy a encefalitidy koz (CAE) a podava prvni zpravu o distribuci
genotyptt SRLV na tizemi CR Dal$im vystupem je piehled o zastoupeni haplotypit TMEM 154
E35K v ceskych chovech ovci a analyza vztahu haplotypu k vnimavosti, resp. odolnosti
k SRLV. K praktickym vysledkim patii vystup pilotni studie metody LAMP jakozto
mozného diagnostického nastroje SRLV a ovéfena metodika genotypizace TMEM154.

Celkem bylo odebrano 3410 vzorkl krve ovci a koz z 21 stdd. Vzorky byly vySetfeny
na pritomnost specifickych protilatek proti SRLV, které byly detekovany u 642 zvitat (ze 7
hospodafstvi), coz je 33 %. Zjisténad sérologickd prevalence MVV u ovci byla 19,9 %
a prevalence CAE u koz 14,1 %. VSechny séropozitivni a suspektni vzorky byly dale
podrobeny analyze real time PCR ke konfirmaci vysledku imunochemickych stanoveni.
Provirovd DNA byla detekovana u 410 vzorkd z 631 séropozitivnich (65 %). Dale bylo
nahodné vybrano 77 séropozitivnich vzorkt, kde byl u vSech identifikovan genotyp SRLV.
Z toho 60 genotypi (u ovci 1 koz) patfilo do skupiny A a 17 genotypt do skupiny B (pouze
ovce). Fylogenetickou analyzou byl orientané stanoven i subtyp obou genotypti, kdy vSechny
sekvence genotypu B se jasn¢ shlukovaly v podtypu B2. Skupina genotypu A vykazovala
vy$S§i variabilitu a ptibuznost se subtypy A2 a A3.

Ze séropozitivnich vzorkl s prokdzanou provirovou DNA bylo ndhodné vybrano 40
vzorkll (8 koz ze 2 stdd a 32 ovci z 8 stdd) a 50 negativnich vzorkll s cilem navrhnout
metodiku pro LAMP diagnostiku SRLV u ovci a koz. Séronegativita byla metodou LAMP
jednoznaéné potvrzena u vSech vzorkl. Séropozitivni vzorky byly potvrzeny ve 31 ptipadech
ze 40. Podle vysledkil analyzy dostupnych literarnich prament byla LAMP diagnostika
k potvrzeni SRLV u ovci poprvé uspésné pouzita v nasi studii.

Ke genotypizaci TMEM154 bylo nahodné vybrano 605 vzorkt ovci a 60 vzorkl koz.
U vSech vzorkl probé&hla amplifikace PCR produktu ptedpokladané délky. Nasledné byl
sekvenovanim uréen genotyp vSech vzorkd. U ovci bylo 93 vzorki o genotypu EE, 236
vzorki KK a 276 vzorkii EK. Nejvice séropozitivnich zvitat bylo heterozygotnich EK (50,9
%). Homozygotnich EE bylo 16,5 % a homozygotnich KK 32,6 %. VSechny vzorky koz byly
homozygotni EE v analyzovaném polymorfismu genu TMEM154 patiily tedy k haplotypu

S vys$im rizikem infekce SRLV.
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Na zéklad¢ vysledkt disertacni prace je mozné navrhnout doporuceni jak pro vyzkum
a optimalizaci laboratornich metod, tak pro praktické vyuziti v chovech malych prezvykavcu.
Vzhledem k tomu, Ze ,,zlaty standard* laboratorni diagnostiky SRLV nebyl stale nalezen, bylo
by vhodné pokracovat ve vyvoji co nejpresnéjSich nastroji rané diagnostiky bez navySovani
finan¢nich ndkladl na vysetfeni vzorkll. Krom¢ ndvrhu univerzdlnéjSich primert pro
spolehlivéjsi vysledky PCR pouzivané pro konfirmaci séropozitivnich vzorkd, lze vzit v potaz
1 orientacni diagnostiku. S uspéchem jiz byla otestovdna analyza ELISA s vyuzitim
bazénovych vzorkli mléka. Vylouceni celych chovii bez nalezu SRLV by mohlo ¢aste¢né
snizit finanéni naklady na monitoring nakazy v CR. Jednim z moznych feSeni by také mohla
byt optimalizace metody LAMP a jeji nasledné pouziti coby orienta¢niho screeningu
V ,,provoznich podminkach* a teprve na zaklad¢ vysledkii LAMP pfistoupit odpovidajicim
zpisobem k testovani jednotlived. V tomto piipadé je klicova optimalizace izolace DNA. Pro
presnéjsi asociacni analyzu vztahu genotypu TMEM154 u ovci by bylo zadouci provést
podrobnéjsi sekvenaéni analyzu virovych genotypi tak, aby mohly byt zatazeny do
fyloskupin s dolozenou afinitou k TMEM154. Na zaklad¢ naSich zjisténi lze doporudit
genotypizaci TMEM154 u chovnych berant k zatazeni do Slechtitelskych programd, jakozto

ucinny a finan¢n€ nenaro¢ny nastroj pro snizeni rizikové alely v chovech.
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7 Seznam zkratek

A —adenin

aa — aminokyselina

AGID — imunodifizni test v agarovém gelu

AP-1 — aktivatorovy protein-1

AP-4 — aktivatorovy protein-4

APOBECS3 — apolipoprotein B mRNA-editujici enzymovy katalyticky protein 3
B7 — kostimulaéni proteiny z rodiny B7 exprimované na antigen prezentujicich buiikéch
BIV — virus imunodeficience skotu

C —cytosin

CA — kapsida

CAE —artritida a encefalitida koz

CAEV - virus artritidy a encefalitidy koz

CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

CAP — protein katabolitického aktivatoru

CCR5 — C-C chemokinovy receptor typu 5

CD206 — manozovy receptor (klastr diferenciace 206)

CD4 — diferencia¢ni skupina 4 na pomocnych T lymfocytech (CD4+ T-lymfocyty)
CD8 — diferenciaéni skupina 8 na cytotoxickych T lymfocytech (CD8+ T-lymfoycyty)
cDNA — komplementarni deoxynukleova kyselina

CTL — cytotoxicky T lymfocyt

CYPA — cyklofilin A

D — kyselina asparagova

DCAFL1 Cul4A — faktor 1 asociovany s proteinem 1 vazajicim poskozeni DNA a Cullinem4
DNA — deoxynukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleosidtrifosfat

dsDNA — dvouvlaknova deoxynukleova kyselina

dVif — faktor virové infekénosti-deficientni

E — glutamin

EIAV — virus infek¢ni anemie koni

ELISA — enzymova imunosorbentni analyza

env — gen pro obalovy protein

F — fenylalanin

FIV — virus imunodeficience kocek

G — guanin

gag — gen pro skupinov¢ specificky antigen

GAS — aktiva¢ni misto pro gamma interferon

GM-CSF — faktor stimulujici kolonie granulocytii a makrofagt

gRNA — navadéci (guide) ribonukleova kyselina

GWAS — celogenomova studie

H — histidin

HIV — virus lidské imunodeficience

HRE — hormondlni responzivni element

| —isoleucin

ICTV — Mezinarodni vybor pro klasifikaci virt

IFN — interferon

IgG1 — imunoglobulin G, podttida 1

1gG2 — imunoglobulin G, podttida 2

IL2 — interleukin 2
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IL2R —receptor interleukinu 2

IL4 — interleukin 4

IL8 — interleukin 8

IN — integraza

INF — interferon

ISRE — element odezvy citlivy na interferon

JDV - virus onemocnéni Jembrana

K — lysin

KASP — kompetitivni alelové specifickd polymerazova fetézova reakce
KRAB — Kriippel-associated box, represorova doména

KU — kontrola uzitkovosti

KVS — Krajska veterinarni sprava

L — leucin

LAMP — izotermélni amplifikace zprostiedkovand smyckou

LTR — dlouha terminalni repetice

MCP-1 — monocytovy chemoatraktantovy protein 1

MHC — hlavni histokompatibilni komplexem

MRNA — messengerova ribonukleova kyselina

MV — maedi-visna

MVV — maedi-visha virus

N — asparagin

NA — neanalyzovano

NES — jaderny exportni signal

NLS — jaderny lokaliza¢ni signal

NPCR — ,,zahnizdénd* polymerazova fetézova reakce

OIE — Svétova organizace pro zdravi zvifat

OPPV- virus progresivni pneumonie ovci

ORF — otevfeny Cteci ramec

OVLYV - ov¢i lentivirus

P —prolin

PBS — vazebné misto pro primer

PIC — preintegra¢ni komplex

PLV — lentivirus

pol — polymeraza

PPT — polypurinovy trakt

PR — protedza

PRY/SPRY — domény nachazejici se Vv proteinech, které se ucastni vrozené imunitni
signalizace, potlaCeni cytokinové signalizace, vyvoje bunék a retrovirové restrikce (PRY:
pyrinova rodina, SPRY: kinaza s dvoji specificitou SplA a ryanodinovy receptor)
Q — glutamin

R — repeat oblast rekombinace

R —arginin

rev — gen pro regulator exprese proteinll virionu

RING — skute¢n¢ zajimavy novy gen

RNaza H — ribonukledza H

RRE - rev responzivni element (viz rev)

RT — reverzni transkriptdza

RTC — komplex reverzni transkriptazy

SARS-CoV-2 — koronavirus souvisejici s tézkym akutnim respira¢nim syndromem
SCHOK — Svaz chovatelii ovci a koz
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SIV — virus imunodeficience opic

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus
snPCR — semi nested PCR (viz nPCR)
SRLV- lentiviry malych ptezvykavca
SSRNA — jednofetézcova DNA

SU — povrchovy

SVS — Statni veterinarni sprava

T —threonin

TAR — transaktivacni responzivni element

tat — gen pro transaktivacni protein

TATA Box — sedminukleotidova sekvence DNA na zacatku promotorové oblasti
TBS — transkripéni vazebné misto

TFBS — vazebna mista transkrip¢nich faktori
TGF-B1 — transformujici ristovy faktor beta 1
Th-2 — Th2 pomocné lymfocyty

TM — transmembranovy

TMEM154 — transmembranovy protein 154
TRIMS —protein 5 obsahujici tripartitni motiv
tRNA — transferova ribonukleova kyselina
U3 — 3' neptekladana oblast

U5 — 5" neptekladana oblast

dUTPaza — deoxyuridin-trifosfataza

vif — gen pro faktor virové infekcnosti

VMV - visna—-maedi virus

vpr-like — gen pro virovy protein R

W — tryptofan

ZNF331 — gen zinkového prstu 331

ZNF389 — zinkovy prst 389
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